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Abstrakt: 
Einleitung: Die im Genom der Schweine integrierten porzinen endogenen Retroviren 
(PERV) gehören zu den potentiellen humanpathogenen Erregern, die eines der Risiken bei der 
Xenotransplantation darstellen. Für die Abschätzung des Infektionsrisikos von PERV sind 
drei Verfahrensweisen von Bedeutung: Erstens die Evaluierung der PERV-Freisetzung aus 
porzinen Zellen und Geweben; Zweitens die Etablierung eines In vivo-Infektionsmodells und 
Drittens ein retrospektives Screenen von Patienten. Methoden: Die PERV-Expression in 
Inselzellen von Schweinen der Deutschen Landrasse wurde in vitro und in vivo evaluiert. 
Anschließend wurde PERV auf nicht-humanen Primatenzellen passagiert. In einem zweiten 
Modellversuch wurde murinen Zellen in vitro und SCID-Mäusen in vivo zellfreies PERV 
appliziert. Schließlich wurden Seren von Patienten analysiert. Ergebnisse: Die untersuchten 
Inselzellen setzten keine Viruspartikel frei und konnten somit weder humane Zellen noch 
BALB/c-Mäuse infizieren. Die verwendeten Affenzellen produzierten infektiöses PERV mit 
geringer Replikation. Weder in den murinen Modellversuchen noch in den untersuchten 
Patienten wurde eine Übertragung von PERV beobachtet. Schlussfolgerung: Schweine der 
Deutschen Landrasse könnten als Ausgangsbasis für die Zucht sicherer Schweine für die 
Xenotransplantation dienen. Da keine Infektion verschiedener muriner Zellen mit PERV 
beobachtet wurde, muss angenommen werden, dass Publikationen anderer Arbeitsgruppen, 
die eine PERV-Infektion in SCID-Mäusen diagnostizierten, ein falsch-positives Ergebnis 
aufgrund von Mikrochimärismus oder aufgrund von Pseudotypisierungen mit murinen 
endogenen Retroviren wiedergeben. Unsere Befunde werden dadurch erhärtet, dass der 
Rezeptor für PERV-A auf murinen Zellen nicht exprimiert wird und diese auch in vitro nicht 
infiziert werden konnten. In Übereinstimmung mit den weltweit etwa 200 behandelten 
Patienten konnte auch in den beiden neuen Studien keine Übertragung von PERV festgestellt 
werden. 
 
Schlagwörter: Porzine endogene Retroviren, Xenotransplantation, Transmission, Tiermodell 
 
 
 
 
 
 
 2
 
 
Abstract: 
Objective: Porcine endogenous retroviruses (PERVs) are integrated in the porcine genome 
and are able to infect human cells in vitro. Therefore, PERVs are one of the possible 
pathogens which poses a risk for xenotransplantations. In this study three significant methods 
were used to evaluate the infectious risk of PERV: The release of PERV particles from 
porcine cells and tissues, the formation of an in vivo infection model and a retrospective 
screening of patients. Methods: Islet cells from german landrace pigs were co-cultivated with 
human cells in vitro and were transplanted in BALB/c mice in vivo. Serial passaging 
experiments were performed with nonhuman primate cells. Murine cells were incubated in 
vitro and SCID mice in vivo with PERV. Sera of patients who were treated ex vivo with 
porcine liver cells and who had received islet cells were investigated for antibodies against 
PERV. Results: No virus release were observed in german landrace islet cells, thus they were 
neither able to infect human cells nor BALB/c mice. The used nonhuman primate cells 
released low replicating PERVs. None of the murine cells could be infected by PERV and no 
provirus integration was observed in different SCID mice organs. PERV-specific antibodies 
were found in none of the investigated patients. Conclusion: German landrace pigs could be 
used as a source for breeding safe genetically modified pigs suitable for xenotransplantation. 
Since there were no detectable PERV infection of different murine cells and SCID mice, it 
have to be supposed, that previously reported PERV transmissions to SCID mice might be 
due to microchimerism or to pseudotyping of murine endogenous retroviruses. Our results 
were confirmed by the fact, that the receptor for PERV-A is not expressed on murine cells 
and that these cells could not be infected in vitro. The absence of a PERV transmission in the 
investigated patients, correspond to the results obtained from approximately twohundred 
treated patients worldwide. 
 
Keywords: Porcine endogenous retroviruses, Xenotransplantation, Transmission, Animal 
model 
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1. Einleitung 
1. Einleitung 
1.1 Xenotransplantation 
Durch die stete Zunahme erfolgreicher Transplantationen in den letzten Jahrzehnten besteht 
heute ein Mangel an verfügbaren Spenderorganen, so dass etwa ein Viertel der Patienten, die 
auf ein Transplantat warten, im Verlauf ihrer Wartezeit versterben. Neben der Entwicklung 
künstlicher Organe (Malchesky, 2004) und der Herstellung von Geweben aus körpereigenen 
Zellen mittels Tissue Engineering (Tanczos, et al., 1999) hat die moderne Medizin auf der 
Suche nach Alternativen zur Allotransplantation die Forschung auf dem Gebiet der 
Xenotransplantation in den letzten Jahren intensiviert. Die Xenotransplantation könnte eine 
Möglichkeit bieten, den akuten Organmangel zumindest zeitweise zu verringern. Unter 
Xenotransplantation versteht man die Transplantation und Implantation von Zellen, Geweben 
und Organen einer Spezies in eine andere. In Erweiterung der Definition wird auch der ex 
vivo Kontakt von Körperflüssigkeiten, Zellen, Geweben und Organen einer Spezies mit denen 
einer anderen Spezies als Xenotransplantation bezeichnet. Die Xenotransplantation hat 
gegenüber der Allotransplantation einige potentielle Vorteile: Erstens bietet sie eine beinahe 
unbegrenzte Quelle an Zellen, Geweben und Organen, zweitens ist die Zeitplanung nicht 
mehr von der unvorhersehbaren Verfügbarkeit eines Spenderorgans abhängig, was eine 
bessere Planung der Organentnahme für die sofortige Transplantation als auch eine 
immunologische Vorbehandlung des Empfängers, falls nötig, erlaubt, und drittens das Risiko 
einer Infektion kann minimiert werden durch die Kontrolle von möglichen Pathogenen, denen 
die Spendertiere in der Haltung ausgesetzt sind, und durch intensive Voruntersuchungen vor 
der Organentnahme. Jedoch birgt die Xenotransplantation auch zahlreiche Risiken. Diese 
beinhalten immunologische Komplikationen, wie das Risiko der hyperakuten und akuten 
vaskulären Abstoßung, was möglicherweise eine erhöhte Immunsuppression erfordert, die 
wiederum das Risiko einer größeren Infektionsgefahr birgt. Weiterhin besteht das Risiko einer 
möglichen Infektion mit Pathogenen über die Grenzen einer Spezies hinaus. Schließlich 
bestehen zahlreiche ethische, rechtliche und soziale Bedenken gegen die Xenotransplantation. 
1.2 Tiere als Organquelle für die Xenotransplantation 
Die immunologische Akzeptanz eines Xenotransplantates ist direkt proportional zu der 
phylogenetischen Entfernung zwischen dem Spendertier und dem humanen Rezipienten. 
Xenotransplantate von nicht-humanen Primaten, im Besonderen von Schimpansen, die 
phylogenetisch dem Menschen am nächsten sind, bergen die geringsten immunologischen 
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Risiken. Von diesem Standpunkt aus stellen nicht-humane Primaten die ideale Spezies als 
Donor von Zellen, Geweben und Organen für die Xenotransplantation dar. Allerdings ist die 
Verwendung von Xenotransplantaten nicht-humaner Primaten mit besonderen 
Herausforderungen verbunden. So könnte die phylogenetische Nähe einerseits die 
immunologische Akzeptanz eines Xenotransplantates nicht-humaner Primaten erleichtern, 
andererseits jedoch die Infektion eines Menschen mit einem infektiösen Material ermöglichen 
(Allan, 1998). Die Übertragung von Pathogenen über die Speziesgrenzen hinaus wird 
Zoonose, im Spezialfall der Xenotransplantation auch Xenose genannt. Zu den Beispielen 
verheerender humaner Krankheiten, die von nicht-humanen Primaten übertragen wurden, 
gehören HIV-1 von Schimpansen (Gao, et al., 1999), HIV-2 von Rauchgrauen Mangaben 
(Daniel, et al., 1987), das Marburg Virus von afrikanischen grünen Meerkatzen (Smith, et al., 
1967) und das cercopithicine Herpes Virus 1 (B Virus) von Makakken (CDC, 1998). Jedoch 
haben auch andere Spezies, die nicht zu den Primaten gehören, gefährliche Krankheiten auf 
den Menschen übertragen, wie zum Beispiel die Nipah Virus induzierte Encephalitis vom 
Schwein (Paton, et al., 1999), das pulmonäre Syndrom von Hantaviren der Maus (Chapman 
and Khabbaz, 1994) und SARS (Severe Acute Respiratory Syndrome) von Coronaviren der 
Zibetkatze (Drosten, et al., 2003; Ksiazek, et al., 2003; Kuiken, et al., 2003). Zusätzlich zu 
dem Risiko, dass infektiöses Material nicht-humaner Primaten aufgrund der phylogenetischen 
und immunologischen Nähe zum Menschen einen Vorteil bei der Etablierung einer Infektion 
im Menschen haben wird, erhöht sich das Risiko einer Infektion des Menschen durch 
persistierende Viren, die in nicht-humanen Primaten bisher nicht erkannt wurden. Nicht-
humane Primaten sind oft mit persistierenden Viren infiziert, die in den Spezies, in denen sie 
endemisch sind, keine offensichtlichen Krankheiten verursachen, aber gefährliche 
Krankheiten in Menschen oder anderen nicht-humanen Primaten auslösen können, zum 
Beispiel das cercopithicine Herpes Virus 1, das in Makakken apathogen ist, aber im 
Menschen und anderen Primaten schwere Encephalitis verursachen kann (CDC, 1998; 
Holmes, et al., 1995); das simiane hämorrhagische Fieber Virus, das unauffällig in Patas 
Affen persistiert, aber in Makakken fatale hämorrhagische Krankheiten verursacht (Dalgard, 
et al., 1992); und das simiane Immunschwäche Virus (SIV), das keine Immunschwäche-
Krankheit in Rauchgrauen Mangaben auslöst, aber in Makakken (Daniel, et al., 1987). 
Zusätzlich persistieren in nicht-humanen Primaten Retroviren, die sich nur schwer oder gar 
nicht aus einer Population eliminieren lassen. Das Genom des simianen Foamy-Virus (SFV) 
ist latent in allen Zellen der natürlich infizierten afrikanischen grünen Meerkatzen vorhanden, 
während die Replikation viraler Partikel nur in der Mundschleimhaut beobachtet werden 
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kann. Somit ist das SFV in vielfachen Kopien in den Sekreten des Mundes der afrikanischen 
grünen Meerkatze präsent und kann einfach von Primat zu Primat übertragen werden, ohne 
sexuelle oder elterliche Exposition (Falcone, et al., 1999). Das Ergebnis daraus ist, dass bei 
fast allen gefangenen nicht-humanen Primaten eine SFV-Infektion vorhanden ist. Deshalb 
würde der Versuch, eine SFV-freie Zucht für die Xenotransplantation zu entwickeln, einen 
erheblichen finanziellen und zeitlichen Aufwand erfordern, und bliebe möglicherweise doch 
erfolglos. Phylogenetische Analysen von SFV zeigen, dass das Virus Spezies-spezifische 
Gruppen bildet, die auf eine Koevolution von bestimmten SFV mit bestimmten 
Primatenspezies hindeuten. Trotz der Spezies-spezifischen Eigenschaften von SFV, sind 
einige Spezies-übergreifende Infektionen von Menschen mit SFV von Pavianen, 
afrikanischen grünen Meerkatzen und Schimpansen dokumentiert (Heneine, et al., 1998b; 
Schweizer, et al., 1997). Doch wurden bisher keine SFV-assoziierten Krankheiten oder 
Transmissionen von Mensch zu Mensch in Verbindung mit SFV-infizierten Individuen 
beobachtet. Eine große Anzahl von Altwelt-Affen, einschließlich des Pavians, sind mit dem 
simianen T-lymphotropen Virus (STLV) infiziert, das mit dem humanen T-lymphotropen 
Virus Typ 1 (HTLV-1) nahe verwandt ist (Chikobaeva, et al., 1993; Gessain and de The, 
1996; Mone, et al., 1992). Eine HTLV-1 Infektion ist mit einer lymphoproliferativen 
Krankheit und Myelopathie verbunden (Manns, et al., 1999). Aufgrund der Ähnlichkeit von 
STLV zu HTLV, könnte das STLV durch eine Transplantation leicht übertragen werden. 
Sequenzen des exogenen simianen Retrovirus (SRV), das in asiatischen Makakken gefunden 
wurde und Immunschwäche-Krankheiten verursacht (Lerche, et al., 1987), wurden in 
Tumorgewebe nachgewiesen (Grant, et al., 1995). Schließlich findet man bei Pavianen ein 
endogenes Retrovirus (Baboon endogenous Retrovirus, BaEV) im Genom integriert. BaEV 
kommt in verschiedenen Varianten vor (Todaro, et al., 1974b; van der Kuyl, et al., 1996), es 
ist im Genom jeder Zelle des Pavians vorhanden und es ist in der Lage, Zelllinien anderer 
Spezies zu infizieren (Huang, et al., 1989).  
Obwohl Versuche, spezifiziert Pathogen-freie (SPF) Kolonien nicht-humaner Primaten für 
Forschungszwecke zu entwickeln, zu einigen kleinen Kolonien führten, mit Tieren, die frei 
von einer limitierten Anzahl an Viren waren, bleiben diese Zuchtmethoden hinter denen von 
SPF Schweinen zurück. Die lange Zeitspanne zwischen Geburt und sexueller Reife, die 
verlängerte Tragezeit, die geringe Nachkommenschaft (im Allgemeinen ein Junges pro 
Geburt) und die komplexen sozialen Erfordernisse von nicht-humanen Primaten, erhöhen 
deutlich die Zeit und die Kosten, die benötigt werden, um Kolonien zu entwickeln, die 
genauso frei von Infektionen sind wie die industriell gezüchteter SPF Schweine. Als Folge 
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davon bleibt die endemische, mikrobielle Flora in den existierenden Populationen nicht-
humaner Primaten weniger gut definiert und die Möglichkeit, den Kontakt zu infektiösen 
Mikroorganismen oder Viren zu limitieren bleibt undurchführbar, im Vergleich zu 
domestizierten Arten wie dem Schwein. Auch andere Betrachtungsweisen schränken die 
potentielle Verwendung von nicht-humanen Primaten als Quelle von Xenotransplantaten ein. 
Viele Menschen sind der Ansicht, dass die phylogenetische Nähe von nicht-humanen 
Primaten zum Menschen und deren intellektuelle und soziale Komplexität eine besondere 
ethische Betrachtung verdient (Nuffield Council on Bioethics, 1996). Besonders die Nutzung 
von Schimpansen, die mit dem Menschen am nächsten verwandt sind, in therapeutischen 
Anwendungen ist durch ihren Status als gefährdete Art fragwürdig. Aufgrund der oben 
genannten Gründe werden zukünftige Xenotransplantationen möglicherweise mit Zellen, 
Geweben und Organen des Schweins durchgeführt. 
Die Organe eines ausgewachsenen Minischweins erreichen eine Größe, die sie potentiell 
kompatibel mit den Organen eines erwachsenen Menschen machen. Die Lebenserwartung 
eines Schweins von ungefähr dreißig Jahren ist ebenfalls akzeptabel für die Verwendung von 
Xenotransplantaten in erwachsenen Menschen (Sachs, 1994). Trotz der geringen 
phylogenetischen Übereinstimmung werden biologische Produkte vom Schwein effektiv zur 
Therapie von einigen humanen Erkrankungen, wie zum Beispiel das porzine Insulin bei 
Diabetes oder der porzine Gerinnungsfaktor VIII bei der Behandlung von Hämophilie, 
verwendet. Die frühe sexuelle Reife, die relativ kurze Tragezeit und die große Anzahl an 
Nachkommen, erlaubt eine schnelle, logistisch und funktionell durchführbare Etablierung von 
großen Zuchtherden mit SPF Schweinen. Die weitverbreitete gesellschaftliche Akzeptanz zur 
Verwendung von Schweinen als Lebensmittel lässt auch auf eine breite gesellschaftliche 
Toleranz bei der Nutzung von Schweinen für medizinische Zwecke hoffen. Zusätzlich könnte 
die Tatsache, dass Menschen und Schweine schon seit Tausenden von Jahren eng 
nebeneinander koexistieren, dafür sprechen, dass Schweine ein geringeres Infektionsrisiko als 
Quelle von Organspendern für Menschen darstellen als nicht-humane Primaten. Im Gegensatz 
zu der Situation mit nicht-humanen Primaten sind die Zuchtmethoden zur Generierung und 
Überwachung von SPF-Schweineherden weit entwickelt. Allerdings bestehen Bedenken 
darüber, ob die anatomischen und physiologischen Unterschiede zwischen Menschen und 
Schweinen nicht deren Einsatzmöglichkeiten auf einige wenige klinische Anwendungen 
beschränkt (Cooper, et al., 2002; Hammer and Thein, 2002; Soin, et al., 2001). Die geringere 
phylogenetische Übereinstimmung zwischen Menschen und Schweinen führt des Weiteren zu 
einigen immunologischen Komplikationen. 
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Eines der größten Hindernisse ist die Abstoßung des Xenotransplantats durch die angeborene 
und adaptive Immunität des Rezipienten. Es lassen sich mindestens drei verschiedene Arten 
der Abstoßung definieren: Erstens die hyperakute Abstoßung, die schon Minuten nach der 
Transplantation einsetzen kann, zweitens die akute vaskuläre oder verzögerte 
Xenotransplantat-Abstoßung, die frühestens 24 Stunden nach der Transplantation einsetzt 
bzw. erst nach 3 bis 4 Tagen beginnt, wenn die hyperakute Abstoßung verhindert werden 
konnte, und drittens die zellvermittelte Abstoßung, die nach einigen Tagen oder Wochen in 
vaskularisierten Spenderorganen einsetzen kann, wenn die hyperakute und akute vaskuläre 
Abstoßung überwunden werden konnten. Über die Mechanismen, die zu einer akuten 
vaskulären und im weiteren Verlauf zu einer zellvermittelten Abstoßung eines 
Xenotransplantates führen, ist noch wenig bekannt (Buhler, et al., 1999; Dooldeniya and 
Warrens, 2003; Dorling, 2003; Logan, 2000). Im Gegensatz dazu sind die Mechanismen der 
hyperakuten Abstoßung relativ genau untersucht worden. Bei der hyperakuten Abstoßung 
werden die endothelialen Zellen des Xenotransplantats durch im Blut des Empfängers 
zirkulierende xenoreaktive Antikörper gebunden und durch die anschließende Aktivierung der 
Komplement-Kaskade zerstört (Sachs, et al., 2001). Die für die hyperakute Abstoßung 
hauptsächlich verantwortlichen Antikörper sind gegen das Karbohydrat-Epitop Galaktose-
α(1-3)-Galaktose (Galα1-3Gal) gerichtet und über 80% der Komplement-fixierenden 
xenoreaktiven Antikörper in Humanseren erkennen dieses Epitop (Parker, et al., 1994). Anti-
Galα1-3Gal-Antikörper werden im Menschen und Altwelt-Affen ein Leben lang produziert, 
machen etwa 1% der zirkulierenden Immunglobuline im Körper aus (Galili, 2001) und 
aktivieren effizient die Komplement-Kaskade (Mollnes and Fiane, 2003). Deshalb beruhen 
die Strategien zur Prävention der hyperakuten Abstoßung auf der Neutralisierung der Effekte 
der Anti-Galα1-3Gal-Antikörper und des Komplements.  
Die Anti-Galα1-3Gal-Antikörper lassen sich eliminieren durch Plasmaphorese (Byrne, et al., 
2002; Kobayashi, et al., 2000), durch Immunadsorption von Immunglobulinen (Brenner, et 
al., 2000) oder spezifischen Anti-Schwein-Antikörpern (Lucchiari, et al., 1997) und durch 
Anti-Galα1-3Gal-Immunaffinitätschromatographie (Xu, et al., 1998). Der Effekt dieser 
Methoden ist jedoch transient, da Antikörper kontinuierlich produziert werden. Darum 
wurden Versuche unternommen, das Galα1-3Gal-Antigen zu reduzieren oder zu entfernen. 
Dazu zählen Versuche wie enzymatische Behandlungen, um die Expresssion des Galα1-3Gal-
Antigens auf Endothelzellen zu vermindern (Ogawa, et al., 2002) oder durch single-chain-
Antikörper (Sepp, et al., 1999; Vanhove, et al., 1998), durch genetische Modifikationen des 
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Donors und durch Induktion der Toleranz im Rezipienten (Tanemura, et al., 2002), die 
intrazelluläre α1-3Galaktosyltransferase zu neutralisieren. Genetische Modifikationen 
beinhalten die Generierung transgener Schweine, die das Gen für die humane 
Fukosyltransferase in sich tragen (Costa, et al., 2002; Osman, et al., 1997; Sharma, et al., 
1996) oder die Herstellung von Schweinen, bei denen das Galaktosyltransferase-Gen entfernt 
wurde, sogenannte Galaktosyltransferase Knock-out-Schweine (Lai, et al., 2002; Phelps, et 
al., 2003). Die Inhibierung der Komplement-Kaskade umfasst lösliche und 
membrangebundene Komplementregulatoren (Mollnes and Fiane, 2003). Zu den wichtigsten 
membrangebundenen Komplement-regulierenden Proteinen gehören CD46 (Membrane 
cofactor protein, MCP), CD55 (Decay accelerating factor, DAF) und CD59 (Protectin). Mit 
diesen humanen Komplement-inhibierenden Proteinen wurden transgene Schweine 
entwickelt, die entweder nur eins oder mehrere dieser Proteine exprimieren (Costa, et al., 
2002; Cozzi and White, 1995; Langford, et al., 1996; Lavitrano, et al., 2002; Storck, et al., 
1997). Bei der Transplantation von Organen solcher transgener Schweine in Primaten konnte 
die hyperakute Abstoßung verzögert werden (Byrne, et al., 1997; Cozzi, et al., 2000; 
Schmoeckel, et al., 1998; Schuurman, et al., 2002). 
Die Beeinflussung der Expression des Galα1-3Gal-Antigens und die Einführung von 
humanen Komplement-regulierenden Proteinen in genetisch veränderten Schweinen, könnten 
auch negative Konsequenzen haben. So ist das Galα1-3Gal-Antigen möglicherweise bei der 
Abwehr von bestimmten Viren wichtig (Welsh, et al., 1998). Zusätzlich dienen CD46 und 
CD55 als Rezeptoren für humantrope Viren, wobei CD46 von Masernviren und CD55 von 
Echoviren und Coxackie B Picornaviren als Rezeptoren verwendet werden (Bergelson, et al., 
1994; Dorig, et al., 1993; Shafren, et al., 1995). Dadurch könnten CD46- und CD55- 
transgene Schweine empfänglich für diese humanen Erreger werden. Andererseits könnten 
sich tierische, Masernvirus-ähnliche Viren und tierische Picornaviren an die humanen 
Komplement-regulierenden Proteine adaptieren und somit Menschen infizieren (Weiss, 
1998). Zu den Viren, die in den letzten Jahren in Schweinen identifiziert wurden und 
möglicherweise im Menschen als Pathogen wirken könnten, gehören: das porzine 
Cytomegalovirus (PCMV), das lymphotrope Herpesvirus (PLHV), das Torovirus, das 
Hepatitis E Virus (HEV), das Schweine-Influenza-Virus, das Encephalomyocarditis Virus 
(EMCV), das Circovirus und das Rotavirus (Tab. 1). Das porzine Cytomegalovirus ist in der 
Schweinepopulation endemisch (Fryer, et al., 2001). Es hat die Fähigkeit, nach einer primären 
Infektion lebenslang im Wirt zu verbleiben, was mit einer latenten Phase und periodisch 
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auftretender Virusproduktion verbunden sein kann, die potentiell eine Erkrankung 
verursachen könnte. Normalerweise sind keine klinischen Symptome mit einer endemischen 
PCMV Infektion verbunden, obwohl das Virus Totgeburten, Rhinitis und Pneumonien 
auslösen kann (Clark, et al., 2003).  
Tabelle 1: Mögliche humanpathogene porzine Viren 
Virus Virusfamilie Pathogenität im 
Menschen 
Referenz 
Porzines Cytomegalovirus 
(PCMV) 
β-Herpesviridae Risiko der Transmission 
und Pathogenität 
unbekannt 
Fryer et al., 2001; 
Clark et al., 2003 
Porzines 
lymphotropisches 
Herpesvirus (PLHV) 
γ-Herpesviridae Risiko der Transmission 
und Pathogenität 
unbekannt 
Ehlers et al., 1999; 
Chmielewicz et al., 
2003 
Porzines Torovirus Coronaviridae Risiko der Transmission 
und Pathogenität 
unbekannt 
Kroneman et al., 
1998 
Porzines Hepatitis E Virus Nicht klassifiziert Lebererkrankung, 
Hepatitis 
Meng et al., 1997, 
1998; Halbur et al., 
2001 
Schweine Influenza Virus Orthomyxoviridae Grippe (Influenza) Wells et al., 1991; 
Taubenberger et 
al., 1997 
Porzines 
Encephalomyocarditis 
Virus (EMCV) 
Picornaviridae Fieber, Delirium, 
Kopfschmerzen, 
Erbrechen 
Brewer et al., 2001 
Porzines Circovirus Circoviridae Risiko der Transmission 
und Pathogenität 
unbekannt 
Mankertz et al., 
1997, 2000 
Porzines Rotavirus Rotaviridae Diarrhö Santos et al., 1999 
 
Zusätzlich ist PCMV nah mit den humanen Herpesviren 6 und 7 (HHV-6 und -7) und 
humanem CMV verwandt (Goltz, et al., 2000; Rupasinghe, et al., 2001). Dies könnte ein 
mögliches Risiko bei der Xenotransplantation von Schweineorganen in den Menschen 
bedeuten, da gezeigt werden konnte, dass bei der Transplantation von porzinen Organen in 
Paviane neben PCMV auch CMV vom Pavian aktiviert wurde (Mueller, et al., 2002). 
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Allerdings war die Expression von PCMV und CMV vom Pavian hauptsächlich auf Spezies-
spezifisches Gewebe konzentriert. Schließlich konnte keine Übertragung von PCMV auf 
humane Zelllinien bei Kokultivierungsexperimenten festgestellt werden (Tucker, et al., 1999). 
Von PLHV existieren drei Subtypen PLHV-1, -2 und -3 (Chmielewicz, et al., 2003; Ehlers, et 
al., 1999), die häufig im Blut und lymphoiden Organen von domestizierten und wilden 
Schweinen aus verschiedenen geographischen Standorten gefunden werden. Im Blut werden 
die PLHV hauptsächlich in B-Zellen gefunden. Sie sind dort weitverbreitet und verursachen 
wahrscheinlich eine persistierende B-lymphotrope Infektion. Da PLHV-1 an der Entstehung 
einer porzinen lymphoproliferativen Erkrankung (Posttransplant lymphoproliferative disease, 
PTLD) beteiligt zu sein scheint (Goltz, et al., 2002), die nach einer allogenen Transplantation 
porziner hämatopoietischer Stammzellen auftreten kann, sind die porzinen lymphotropen γ-
Herpesviren bei der Verwendung von Schweinen in der Xenotransplantation besonders zu 
beachten. Jedoch wurde in der Literatur bisher noch von keiner Übertragung von PLHV bei 
einer Transplantation von Schwein zu Primaten berichtet. Das porzine Torovirus ist mit den 
equinen und bovinen Toroviren nahe verwandt und wird in den Exkrementen von Ferkeln 
gefunden (Kroneman, et al., 1998). Im Menschen sind Toroviren mit einer Gastroenteritis 
verbunden (Jamieson, et al., 1998) und eine Übertragung von porzinen Toroviren auf den 
Menschen könnte ähnliche Auswirkungen haben. Das porzine HEV ist weitverbreitet in der 
allgemeinen Schweinepopulation, führt aber bei jungen Schweinen zu keinen sichtbaren 
klinischen Symptomen (Meng, et al., 1997). Es ist dem humanem HEV sehr ähnlich und ist in 
der Lage, nicht humane Primaten in vivo zu infizieren bzw. lassen sich SPF Schweine mit 
humanem HEV infizieren (Halbur, et al., 2001; Meng, et al., 1998). Allerdings konnten in 
einer untersuchten SPF-Schweineherde keine Antikörper gegen porzines HEV gefunden 
werden (Meng, et al., 1997). Schweine-Influenza-Viren sind in fast jeder Herde zu finden und 
sorgen meist im Herbst für einen Ausbruch der Erkrankung, die bereits nach einigen Tagen 
abklingt (Paul, et al., 2003). Es konnte gezeigt werden, dass porzines Influenza-Virus die 
Speziesbarrieren überwinden und auch Menschen infizieren kann (Wells, et al., 1991). 
Zusätzlich dienen Schweine für die Influenza-Viren als Zwischenstation zur Generierung 
neuer Virenstämme, die durch genetische Neuordnung des viralen Genoms entstehen. 
Schließlich wird vermutet, dass der Schweine-Influenza-Virus Subtyp H1N1 für den Tod von 
20 Millionen Menschen verantwortlich ist, die bei der Influenza Pandämie von 1918 
gestorben sind (Taubenberger, et al., 1997). Da porzines EMCV in vielen 
Schweinepopulationen endemisch ist, gehören Schweine zu den am häufigsten infizierten 
Tieren (Billinis, et al., 1999). EMCV verursacht akute Myocarditis und den plötzlichen Tod 
 14
1. Einleitung 
von jungen Schweinen, während die Infektion über die Plazenta von Säuen mit fötaler 
Mummifikation und Aborten verbunden ist (Joo, 1999). Die Infektion von älteren Schweinen 
verläuft asymptomatisch. Trotz fehlender Studien zur Bestimmung der porzinen Zellen, in 
denen die EMCV-Replikation stattfindet und EMCV möglicherweise persistiert, konnte 
gezeigt werden, dass die Titer von EMCV im Herzen, in der Leber und in den Nieren höher 
sind als im Blut (Craighead, et al., 1963). Studien deuten darauf hin, dass EMCV auch andere 
Spezies infizieren kann (Hubbard, et al., 1992; Knowles, et al., 1998; Reddacliff, et al., 1997). 
So ist porzines EMCV in der Lage, primäre humane Myocardiozyten in vitro zu infizieren 
(Brewer, et al., 2001). Schließlich konnte gezeigt werden, dass Genome von Picornaviren in 
transplantierten humanen Herzen zum Verlust des Transplantates bei Kindern führte (Shirali, 
et al., 2001). Vom porzinem Circovirus (PCV) existieren zwei Subtypen, PCV-1 und -2 
(Fenaux, et al., 2000; Mankertz, et al., 1997). PCV-2 wird mit dem postweaning 
multisystemic wasting syndrome (PMWS) in Verbindung gebracht, das bei Schweinen zu 
einer hohen Sterberate führt (Mankertz, et al., 2000; Sorden, et al., 1999), während PCV-1 
nicht virulent ist. PCV ist in allen Schweineherden auf der ganzen Welt vorhanden, kann 
persistierende Infektionen auslösen und wird vertikal übertragen (Paul, et al., 2003). Jedoch 
sind bisher noch keine Übertragungen auf den Menschen beobachtet worden (Allan and Ellis, 
2000; Allan, et al., 1994; Ellis, et al., 2000). Porzine Rotaviren sind porzine Pathogene, die 
häufig eine weitverbreitete Diarrhö in Kindern und Ferkeln verursachen können (Santos, et 
al., 1999). Möglicherweise dienen auch hier wieder die Schweine als Zwischenlager, um 
neue, humanpathogene Virenstämme durch genetische Neuordnung hervorzubringen (Gouvea 
and Brantly, 1995). Fast alle diese beschriebenen porzinen Viren lassen sich durch eine 
intensive Haltung unter SPF-Bedingungen und durch eine strenge Kontrolle der Schweine, 
eliminieren (Tucker, et al., 2002). Allerdings sind in das Genom der Schweine auch endogene 
Retroviren integriert, die sich durch Züchtung und gentechnische Verfahren nicht so einfach 
entfernen lassen. 
1.3 Retroviren 
Wirbeltiere und Retroviren sind seit vielen Millionen Jahren miteinander verbunden und 
durch die Mechanismen der Virusabwehr einerseits und der Infektion eines Wirtes 
andererseits haben Retroviren und Wirbeltiere eine gemeinsame Evolution durchlaufen, die 
bis heute anhält. Die Familie der Retroviridae umfasst sieben Genera, die α-, β-, γ-, δ- und ε-
Retroviren sowie die Lentiviren und Spumaviren. Alle diese Retroviren sind durch einen 
einzigartigen Replikationsmechanismus miteinander vereint (Coffin, 1996; Luciw and Leung, 
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1992; Swanstrom and Vogt, 1990). Dieser Mechanismus besitzt zwei besondere Merkmale. 
Erstens, der übliche genetische Informationsfluss von DNA über RNA ist umgekehrt. Das 
heißt, extrazelluläre Retroviren haben ein RNA-Genom, das durch die virale Reverse 
Transkriptase (RT) nach der Infektion einer Wirtszelle in DNA umgeschrieben wird. Das 
zweite ungewöhnliche Merkmal der retroviralen Replikation beinhaltet die Integration des 
viralen Genoms in die chromosomale DNA des Wirtes, ein Prozeß der von dem viralen 
Enzym Integrase (IN) vermittelt wird. Das in das Wirtsgenom integrierte retrovirale DNA-
Genom wird als Provirus bezeichnet. Provirale Gene werden durch die Wechselwirkung 
zwischen retroviraler LTR und zellulärer Mechanismen und Faktoren exprimiert, und 
ermöglichen dadurch die Synthese von neuen retroviralen Virionen. Zusätzlich kann man 
zwischen exogenen und endogenen Retroviren unterscheiden (Aaronson and Stephenson, 
1976; Hughes, et al., 1981; Larsson, et al., 1989; Lower, et al., 1993). Das Genom der 
Retroviren beinhaltet alle Informationen, die für einen vollständigen Infektionszyklus mit 
Freisetzung von infektiösen Viruspartikeln nötig sind. Die exogenen Viren sind in der Lage 
sich horizontal von Organismus zu Organismus zu verbreiten. Allerdings können einige dieser 
Viren defekt sein, das bedeutet, ihnen fehlen essentielle Informationen zur Vervollständigung 
ihres produktiven Infektionszyklus. Diese Viren benötigen für ihre Weiterverbreitung die 
Hilfe eines anderen Retrovirus, das die fehlenden Funktionen ergänzt. Im Gegensatz dazu 
sind die endogenen Retroviren im Genom aller Zellen eines Organismus einschließlich der 
Keimbahnzellen integriert und werden vertikal von den Eltern auf die Nachkommen 
übertragen. Durch bestimmte Ereignisse können diese Viren zur Produktion von infektiösen 
Partikeln angeregt werden. Viele der endogenen Retroviren sind jedoch genetisch so stark 
degeneriert, dass selbst Helferviren sie nicht mehr aktivieren können. Nur noch die 
Ähnlichkeit der ins Zellgenom integrierten DNA lässt darauf schließen, dass es sich 
ursprünglich um retrovirale Sequenzen handelt. Diese weitverbreiteten Retrotransposons 
machen etwa ein Prozent des menschlichen Genoms aus. 
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1.3.1 Aufbau retroviraler Viruspartikel 
Die Partikel der Retroviren haben einen Durchmesser von circa 100 nm (Abb. 1 (Modrow, et 
al., 2003)). Das Capsid wird von einer Membran umgeben, die von der Wirtszellmembran 
abgeleitet ist. Mit der Hüllmembran sind die viralen Glykoproteine TM (transmembranes 
Hüllprotein) und SU (Surface-Hüllprotein) verbunden. Das TM ist mit einer aus ca. 20 
hydrophoben Aminosäuren bestehenden Sequenz in der Hüllmembran verankert, während das 
SU-Protein über Disulfidbrücken (nur bei γ-Retroviren) oder nichtkovalenten Bindungen mit 
dem externen Teil des TM-Proteins verbunden ist. Die Matrixproteine (MA) sind durch 
aminoterminal angefügte Myristinsäurereste mit dem inneren Teil der Hüllmembran 
verbunden. Die retroviralen MA-Proteine assoziieren zu Trimeren, die miteinander eine 
netzartige Oberfläche bilden, die den Viruspartikeln eine isometrische Struktur verleiht. Im 
Inneren der Virionen befindet sich das Capsid (CA), das bei den α-, β-, γ- und δ-Retroviren 
eine sphärisch-ikosaedrische und bei den Lentiviren eine konische Form aufweist. Die 
Capside beinhalten zwei identische Moleküle einzelsträngiger RNA, die nicht durch 
Basenpaarung miteinander verbunden sind. Die beiden RNA-Stränge sind mit 
Nucleocapsidproteinen (NC) komplexiert. Schließlich befinden sich noch die viralen Enzyme 
Reverse Transkriptase (RT), Integrase (IN) und Protease (PR) im Viruspartikel. 
 
 
Abbildung 1: Genereller Aufbau 
eines Retrovirus. Die Virenhülle 
wird von einer zellulären 
Lipiddoppelmembran  gebildet. SU 
und TM verkörpern die viralen 
Hüllproteine. MA, CA und NC 
sind die viralen Strukturproteine. 
Die Enzyme PR, RT und IN sind 
für die Reifung des Viruspartikels 
und die Integration des 
Virusgenoms in die Wirtszelle 
essentiell (Coffin et al., 1997).  
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1.3.2 Genomaufbau der Retroviren  
truktur und der Polyadenylierung am 3‘-Ende 
alle Merkmale einer eukaryotischen mRNA auf (Abb. 2 (Modrow, et al., 2003)). Das RNA-
de Abschnitte unterscheiden: Zunächst schließt direkt an die 5‘-Cap-
Redundant) an. Sie ist zwischen 15 und 240 Nucleotide lang und 
Die retrovirale RNA weist mit ihrer 5‘-Cap-S
Genom kann je nach Virustyp zwischen 7 und 12 Kilobasen lang sein. An die Primer-
Bindungsstelle (PBS), eine 18 Nucleotide umfassende Sequenz im 5‘-Bereich der RNA, ist 
eine zelluläre tRNA hybridisiert. Die Aminosäurespezifität der tRNA ist bei den einzelnen 
Virustypen unterschiedlich. Die Genome aller Retroviren codieren für die Genprodukte gag 
(gruppenspezifische Antigene), pol (enzymatische Proteine) und env (Glykoproteine). Die 
sich am 5‘- und 3‘-Ende der codierenden Regionen befindenden Sequenzen erfüllen wichtige, 
regulatorische Funktionen, die für die reverse Transkription und die Integration des viralen 
Genoms in die zelluläre DNA essentiell sind. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
RNA 
Abbildung 2: Genomische Organisation der retroviralen RNA. R, Redundant; U, Unique; 
PBS, Primerbindungsstelle; SD, Spleißdonor; SA, Spleißakzeptor; PPT, Polypurintrakt 
(Coffin, et al., 1997). 
 
Es lassen sich folgen
Struktur die R-Region (R für 
liegt in identischer Basenfolge und Orientierung auch am 3‘-Ende des viralen Genoms vor. 
Auf die R-Region folgt am 5‘-Ende des Genoms der als U5 (U für unique) bezeichnete 
Abschnitt. Er besteht aus 75 bis 200 Basen und enthält Sequenzen, die für die Integration des 
Provirus in das Zellgenom wichtig sind. An die U5-Region schließt sich die PBS an. Die sich 
zwischen der PBS und dem Anfang des gag-Gens befindende Sequenz wird Leaderregion 
genannt. Sie enthält eine Spleißdonorstelle (SD), die für die Bildung aller gespleißten mRNA-
Moleküle verwendet wird, und eine ψ-Sequenz, durch die sich die genomischen viralen RNAs 
 18
1. Einleitung 
bei der Morphogenese an die Nucleocapsidproteine der sich ausbildenden Viruspartikel 
anlagern. Im Anschluss an die Leaderregion folgen die viralen Gene gag, pol und env, die je 
nach Virustyp verschieden lang sein können. An sie schließt sich entweder eine kurze 
nichtcodierende Region an oder sie gehen direkt in nachfolgende Sequenzelemente über, wie 
es bei den Lenti- und Spumaviren üblich ist. Hier findet man einen bei allen Retroviren 
vorhandenen Polypurintrakt (PP), der aus mindestens neun Adenosin- und Guanosinresten 
besteht. Der PP ist für die Initiation der Synthese des DNA-Doppelstranges wichtig. Dem 
Polypurintrakt folgt die U3-Region, die abhängig vom Virustyp zwischen 450 und 1200 
Basen lang sein kann. Da die U3-Region, genauso wie die U5-Region, nach der reversen 
Transkription der RNA in doppelsträngige DNA das 5‘-Ende der LTR (Long terminal repeat) 
bildet, befinden sich auch hier wichtige Elemente für die Integration. Zusätzlich ist die U3-
Region auch für die Genexpression des Provirus unverzichtbar, da sie Promotoren und cis-
aktive Elemente enthält, an die sich zelluläre transaktive Proteine binden und dadurch die 
virale Transkription und Genexpression regulieren können. An die U3-Region schließt sich 
ein weiterer R-Bereich an, dem ein PolyA-Schwanz von circa 200 Adenosineinheiten folgt. 
Das integrierte Provirus besitzt am 5‘- und 3‘-Ende identische Sequenzen, die durch das 
Umschreiben der RNA in DNA entstehen und die viralen Gene flankieren (Abb. 3). Sie 
werden als long terminal repeats (LTR) bezeichnet. Die LTR besteht aus den U3-, R- und U5-
Regionen und enthält die Promotor- und Enhancer-Elemente, die die retrovirale 
Genexpression kontrollieren. 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 3: Genetische Organisation des Provirus (Coffin, et al., 1997). 
 
1.3.3 Retrovirale Proteine  
einsames Vorläuferprodukt synthetisiert, das während der Die Gag-Proteine werden als gem
Virusmorphogenese von der viralen Protease in die einzelnen Komponenten gespalten wird 
(Modrow, et al., 2003). Die Reihenfolge der MA-, CA- und NC-Proteine im Gag-
Vorläuferprodukt ist bei den verschiedenen Retroviren immer gleich (Abb. 4): Am 
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aminoterminalen Ende befinden sich die MA-Sequenzen, gefolgt von den CA-Bereichen und 
am carboxyterminalen Ende sind die NC-Proteine zu finden. Die Synthese der Gag-
Proteinvorläufer findet an freien Ribosomen im Zytoplasma der Zelle statt. Die 
Myristylierung an der α-Aminogruppe eines Glycins an der Position 2 erfolgt während der 
Translation, wobei das aminoterminale Methionin entfernt wird. Anschließend transportieren 
zelluläre Faktoren die modifizierten Gag-Proteinvorläufer zur Zellmembran, mit der sie über 
Fettsäuren interagieren, indem sie sich als kleine, virusähnliche Lipid-Protein-Vesikel von der 
Zelloberfläche abschnüren. Dabei spielen die MA- und CA-Proteinanteile eine aktive Rolle. 
Die in den NC-Proteinen enthaltenen Aminosäuresequenzen bewirken eine spezifische 
Wechselwirkung mit den ψ-Sequenzen der RNA-Genome. Diese Domänen können den 
Zinkfingermotiven DNA-bindender Proteine ähneln oder aus basischen, argininreichen 
Regionen bestehen. Die MA-Proteine geben den reifen Viruspartikeln ihre äußere Struktur 
und können den Transport der doppelsträngigen, viralen DNA in den Zellkern fördern. 
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Abbildung 4: Anordnung der retroviralen Proteine, die von den gag, pol und env Genen 
ie viralen Enzyme Protease, Reverse Transkriptase und Integrase werden ebenfalls als 
codiert werden. AUG = Startcodon, UAG = Stopcodon. 
 
D
Bestandteil des Gag/Pol-Vorläuferproteins synthetisiert. Diese Gag/Pol-Fusionsproteine 
haben Molekulargewichte zwischen 150 und 200 kD. Sie entstehen durch die Verschiebung 
des ribosomalen Leserasters um –1 oder +1. Grund der Verschiebung ist die fehlerhafte 
Erkennung der Codongrenzen durch die Ribosomen, was zu einem Überlesen des Stopcodons 
der Gag-Proteinsynthese führt, und somit in die Synthese der Pol-Proteine übergeht. Dieser 
Leserastersprung findet bei ungefähr 5% der Translationsvorgänge statt. Die Gag/Pol-
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Fusionsproteine werden ebenfalls am aminoterminalen Ende myristyliert und sind dadurch in 
der Zytoplasmamembran verankert. Die Spaltung in die einzelnen Enzyme durch die virale 
Protease erfolgt bei den meisten Retroviren erst bei der Reifung des von der Zellmembran 
abgelösten Viruspartikels. Die aktive Protease von HIV-1 liegt als aus zwei identischen 
Proteineinheiten bestehendes Dimer vor, mit einem Molekulargewicht von 9 bis 10 kD. Im 
aktiven Zentrum des Enzyms sind zwei funktionell wichtige Asparaginsäurereste lokalisiert, 
die für die Wirkung des Enzyms als Aspartatprotease verantwortlich sind. Die Prozessierung 
der Gag- und Gag/Pol-Vorläuferproteine in die einzelnen Komponenten durch die Protease, 
erfolgt durch Spaltung zwischen Phenylalanin- oder Tyrosin- und Prolinresten. Zusätzlich ist 
die dreidimensionale Struktur der Gag- und Gag/Pol-Vorläuferproteine für die Erkennung der 
Schnittstellen wichtig. Die Reverse Transkriptase ist ein Mg2+-abhängiges Enzym, das als 
RNA- und auch als DNA-abhängige Polymerase wirken kann. Es besitzt außerdem noch eine 
RNaseH-Aktivität, die den RNA-Anteil von DNA/RNA-Hybriddoppelsträngen abbaut. Die 
Reverse Transkriptase von HIV-1 ist ein Heterodimer, bestehend aus einer 66 und einer 51 
kD großen Untereinheit. Die kleinere Untereinheit entsteht durch proteolytische Spaltung am 
carboxyterminalen Ende und ist daher mit dem aminoterminalen Teil der großen Untereinheit 
identisch. Die Aktivität der RNaseH ist im carboxyterminalen Bereich der größeren 
Untereinheit lokalisiert, während die Polymerasefunktionen durch die aminoterminalen 
Aminosäuren bestimmt werden. Durch die fehlende Kontrolle der Lesegenauigkeit werden 
mit einer Wahrscheinlichkeit von 10-3 bis 10-4 falsche Basen in die neusynthetisierten DNA- 
bzw. RNA-Stränge eingebaut. Diese Leseungenauigkeit führt zu der relativ hohen 
Mutationsrate mancher Retroviren. Schließlich wird die Integrase im 3‘-Bereich des gag/pol-
Gens codiert. Sie wirkt sowohl als Endonuclease, ist also in der Lage doppelsträngige DNA 
zu schneiden, als auch als Ligase. Des Weiteren kann die IN an die Enden des linearen, in 
doppelsträngige DNA transkribierten Virusgenoms binden und so für seine Integration in das 
Genom der Wirtszelle sorgen. 
Die Hüllproteine SU und TM werden vom env-Gen codiert und sind in die Zellmembran 
infizierter Zellen bzw. in die virale Membran eingelagert. Beide Proteine werden aus einer 
einfach gespleißten mRNA als gemeinsames Vorläuferprotein translatiert, wobei man die 
Aminosäuresequenz des SU am aminoterminalen Ende findet. Eine ebenfalls aminoterminale 
Signalsequenz ist für die Translation des Proteins an der Membran des endoplasmatischen 
Reticulums (ER) und den Transport der Aminosäurekette in das Lumen verantwortlich. Die 
Verankerung in der Membran findet über eine hydrophobe 20 Aminosäurereste lange 
Sequenz im TM-Teil des Vorläuferproteins statt. Im ER werden die Aminosäuren des SU- 
 21
1. Einleitung 
und TM-Vorläuferproteins nach einem Abbau basischer Aminosäuren in SU und TM 
gespalten. Hierfür ist eine mit dem Golgi Apparat assoziierte zelluläre Protease 
verantwortlich. Bei einigen Retroviren findet im ER auch die Glykosylierung des SU/TM-
Vorläuferproteins statt (z.B. bei HIV oder MuLV). Das Molekulargewicht von SU liegt 
zwischen 46 und 120 kD, das von TM zwischen 15 und 45 kD. Die SU-Hüllproteine sind für 
die Adsorption der Viruspartikel an Zellmembranen verantwortlich. Zusätzlich bieten sie 
geeignete Angriffspunkte für wirtseigene Abwehrmechanismen. Das SU lässt sich in weitere 
Bereiche einteilen, die aus sehr variablen Elementen (V) und relativ hoch konservierten 
Bereichen (C) bestehen. Die V-Bereiche befinden sich meist an sehr exponierten Stellen, so 
dass gegen sie oft neutralisierende Antikörper gebildet werden. Die V-Domänen sind 
allerdings auch oft hoch glykosyliert. Die C-Bereiche sind meist für die Wechselwirkung mit 
zellulären Rezeptoren verantwortlich, was zu einer recht hohen Konservierung dieser 
Bereiche in den meisten Retroviren führt. Schließlich ist das TM der meisten Retroviren für 
die Fusion mit der Wirtszelle zuständig. Die sogenannte Fusionsdomäne befindet sich am 
aminoterminalen Ende des TM. 
Die komplexen Retroviren wie die Lenti- und Spumaviren sowie die δ-Retroviren besitzen 
1.4 Porzine endogene Retroviren 
ene Retroviren (PERV) zum ersten Mal in porzinen 
weitere regulatorische und akzessorische Proteine, die einen Einfluss auf die Transkription 
und die Infektiosität der Viren haben. 
 
In den 70er Jahren wurden porzine endog
Zelllinien als Viruspartikel beschrieben (Armstrong, et al., 1971; Breese, 1970; Lieber, et al., 
1973; Todaro, et al., 1974a). Die PERVs, die zum Genus der einfachen γ-Retroviren gehören 
(Abb. 5), zeigen hohe Homologien zu dem Leukämievirus der Gibbons (GALV (Patience, et 
al., 1997)), dem endogenen Koala Retrovirus (KoRV (Hanger, et al., 2000)) und einem 
induzierbaren murinen endogenen Retrovirus (MDEV (Miller, et al., 1996; Wolgamot, et al., 
1998)). Des Weiteren bestehen Ähnlichkeiten zu Sequenzen der felinen und murinen γ-
Retroviren sowie zu Sequenzen von γ-Retroviren anderer Primaten (Akiyoshi, et al., 1998; 
Czauderna, et al., 2000). Die Genomstruktur der PERVs ist typisch für γ-Retroviren. Es 
besteht aus drei offenen Leserahmen, die für die gag-, pol- und env-Gene codieren. Diese sind 
von zwei LTRs eingefasst, die wichtige Elemente für die reverse Transkription, die 
Integration, die Transkription und Translation enthalten. Eine ungespleißte genomische RNA 
 22
1. Einleitung 
dient als Vorlage für die Translation der Gag- und Gag/Pol-Vorläuferproteine. Das MA-
Protein hat in etwa ein Molekulargewicht von 15 kD (p15), die CA-Proteine von 12 und 27 
kD (p12 und p27) und das NC von 7 kD (p7). Eine zweite, gespleißte RNA dient als Vorlage 
zur Translation der SU (gp70)- und TM (p15E)-Vorläuferproteine. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 5: Aufbau eines PERV Partikels. SLA I und II,  Schweineleukozytenantigen 
Klasse I und II (Dr S. Norley, Dr. S. Tacke). 
 
Die Familie der replikationsfähigen porzinen endogenen γ-Retroviren umfasst drei eng 
miteinander verwandte Subtypen, die sich durch unterschiedliche Sequenzen der env-Gene 
auszeichnen und mit PERV-A, -B und -C bezeichnet wurden (Takeuchi, et al., 1998). Die 
Sequenzunterschiede manifestieren sich in den variablen Regionen ihrer SU-Hüllproteine, die 
für die Rezeptorspezifität von besonderer Bedeutung sind und darauf hindeuten, dass die 
verschiedenen PERV-Subtypen unterschiedliche Rezeptoren verwenden. PERV-A und -B 
wurden aus der porzinen Nierenzelllinie PK15 isoliert und kloniert (Czauderna, et al., 2000; 
Krach, et al., 2001; Le Tissier, et al., 1997). Die Hüllproteine von PERV-A und -B weisen 
eine Länge von 660 und 657 Aminosäuren auf (Le Tissier, et al., 1997). Das TM der beiden 
Subtypen zeigt eine 92%ige Übereinstimmung auf Aminosäureebene zueinander und eine 
 23
1. Einleitung 
63%ige bis 67%ige Übereinstimmung zu korrespondierenden Regionen von GALV, felinem 
Leukämievirus (FeLV) und murinem Friend-Leukämievirus (F-MuLV). PERV-A und -B 
gehören zu den polytropen Viren, die Zellen verschiedener Spezies (Specke, et al., 2001b; 
Specke, et al., 2002a) einschließlich des Menschen (Patience, et al., 1997; Specke, et al., 
2001a; Takeuchi, et al., 1998) und nicht-humaner Primaten (Blusch, et al., 2000; Denner, 
2001; Specke, et al., 2002b) in vitro infizieren können. Im Gegensatz dazu handelt es sich bei 
PERV-C um ein ecotropes Virus, das nur porzine Zellen infizieren kann (Akiyoshi, et al., 
1998; McIntyre, et al., 2003; Takeuchi, et al., 1998). PERV-C wurde aus stimulierten PBMC 
von Miniaturschweinen kloniert (PERV-MSL (Akiyoshi, et al., 1998)) bzw. aus porzinen 
Lymphomzellen (PERV-Tsukuba-1 (Suzuka, et al., 1985; Suzuka, et al., 1986)) isoliert. 
Zusätzlich zu den drei replikationsfähigen PERV-Subtypen existieren in den Genomen der 
Schweine noch weitere γ- und β-retrovirale Sequenzen, die aber bisher alle mindestens einen 
Defekt in ihrem Genom aufweisen und daher nicht replikationsfähig sind (Patience, et al., 
2001). Jedoch besteht die Möglichkeit, dass durch Rekombinationen aus replikationsfähigen 
und replikationsunfähigen Proviren neue infektiöse Partikel entstehen. Zusätzlich könnten aus 
nicht humantropen PERVs durch Rekombination humantrope Viren entstehen. So konnte 
gezeigt werden, dass sich aus primären porzinen PBMC (Peripheral Blood Mononuclear 
Cells), die mit Mitogenen stimuliert wurden, PERV-Partikel freisetzten lassen, die in der Lage 
sind, humane Zellen zu infizieren (Wilson, et al., 2000; Wilson, et al., 1998). Die in den 
humanen Zellen gefundenen Viren enthalten Sequenzen der Subtypen A und C, wobei ein 
kleiner Teil aus dem SU von PERV-A und der Rest des Genoms von PERV-C stammt. Diese 
PERV-A/C-Rekombinante besitzt die Fähigkeit, sich an humane Zellen zu adaptieren, in dem 
sie durch sequentielle Multimerisierungen im replikationsregulierenden Bereich der U3-
Region der LTR ihre Promotoraktivität erhöht, die zu einer Erhöhung des Virustiters führt 
(Denner, et al., 2001; Wilson, et al., 2000). Das wurde auch für PERV-A und -B (Denner, et 
al., 2002a) und davon abgeleitete molekulare Klone gezeigt (Scheef, et al., 2001). Durch 
Untersuchungen möglicher Bindungsstellen für Transkriptionsfaktoren innerhalb dieser 
repetitiven Sequenzen, ergaben sich Homologien zu Bindungsstellen des 
Transkriptionsfaktors NF-Y (Denner, et al., 2002a; Denner, et al., 2003; Scheef, et al., 2002). 
NF-Y wird vorwiegend in proliferierenden Zellen gebildet (Mantovani, 1999). Dies deutet 
darauf hin, dass PERVs die Transkriptionsregulation sich teilender Zellen nutzen, um ihre 
Proviren zu exprimieren. Die Multimerisierung bestimmter Sequenzmotive in der LTR wird 
auch bei anderen γ-Retroviren, wie MuLV und FeLV beobachtet. Bei diesen Viren korreliert 
die Multimerisierung in der LTR mit einer Zunahme der Pathogenität (Übersicht siehe 
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(Denner, et al., 2002b)). 
Die Proviren der beiden replikationsfähigen PERV Subtypen A und B sind in allen Zellen der 
ner Spezies einschließlich nicht-humaner Primaten und 
Schweine vorhanden und mit 32 bis 64 Kopien pro Zellgenom relativ häufig vertreten 
(Patience, et al., 2001), während PERV-C nicht in allen Schweinerassen vertreten ist (Bosch, 
et al., 2000; Denner, 2001; Jin, et al., 2000). Die Expression von PERV-mRNA in 
verschiedenen Geweben der Schweine variiert, wobei der Pankreas die geringste und die 
Niere die höchste Expression an PERV-mRNA aufweisen (Akiyoshi, et al., 1998; 
Clemenceau, et al., 1999). Des Weiteren bestehen zwischen verschiedenen Schweinestämmen 
erhebliche Unterschiede bei der Freisetzung von PERV-Partikeln (Tacke, et al., 2000; Tacke, 
et al., 2003). Zusätzlich konnte gezeigt werden, dass auch primäre porzine Endothelzellen 
unterschiedlicher Schweinerassen PERV exprimieren und humane Zellen in vitro infizieren 
können (Martin, et al., 1998a). Endothelzellen stellen den hauptsächlichen Kontakt zwischen 
einem Xenotransplantat und den Leukozyten bzw. dem Gewebe des Rezipienten dar. 
Schließlich konnte gezeigt werden, dass transgene Schweine, die die humanen 
Komplementinhibitoren CD55 und CD59 produzieren, nicht nur PERV-mRNA exprimieren 
(Langford, et al., 2001) sondern auch diese Komplementinhibitoren in PERV-Partikel 
verpacken (Takefman, et al., 2002). Allerdings wurden PERV-Partikel nur in zwei von fünf 
transgenen Schweinen, deren PBMC stimuliert wurden, freigesetzt und humane Zelllinien 
ließen sich nicht mit diesen PERV-Partikeln infizieren (Langford, et al., 2001). Zusätzlich 
konnten die Komplementinhibitoren-enthaltenden PERVs von humanem Serum neutralisiert 
werden (Takefman, et al., 2002). 
Obwohl sich Zellen verschiede
Menschen in vitro mit PERV infizieren lassen, konnte bisher noch keine Transmission von 
PERV in vivo nachgewiesen werden. Bei Infektionsversuchen im Kleintiermodell konnte 
weder bei immunsupprimierten Tieren (Specke, et al., 2002b) noch bei der Verwendung von 
Spezies-adaptierten PERV-Partikeln (Specke, et al., 2002a) eine Übertragung beobachtet 
werden. Jedoch gibt es Studien, die eine PERV-Übertragung bei SCID- (severe combined 
immunodeficiency) und Nacktmäusen beschreiben (Clemenceau, et al., 2002; Deng, et al., 
2000; van der Laan, et al., 2000). Allerdings wurde in diesen Experimenten 
Mikrochimärismus beobachtet. Beim Mikrochimärismus wandern wirtsfremde Zellen vom 
Applikationsort in andere Gewebe und Organe ein, ohne vom Immunsystem sofort eliminert 
zu werden. Mikrochimärismus kann also zu falsch-positiven Resultaten führen. Zusätzlich 
konnte gezeigt werden, dass Mäuse keinen Rezeptor für PERV-A auf ihren Zelloberflächen 
exprimieren (Ericsson, et al., 2003). Schließlich sind die Daten hinsichtlich der Expression 
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eines PERV-B-Rezeptors in Mäusen widersprüchlich (Irgang, et al., 2004; Takeuchi, et al., 
1998). Die Transplantation von porzinen Zellen, Geweben und Organen in nicht-humane 
Primaten bzw. die Inokulation hoher Dosen von PERV in immunsupprimierte Tiere führte 
bisher ebenfalls nicht zu einer PERV-Infektion (Martin, et al., 2002; Specke, et al., 2002b; 
Switzer, et al., 2001). Schließlich zeigten auch die klinischen Anwendungen der 
Xenotransplantation beim Menschen bis heute keine Übertragung von PERV (Heneine, et al., 
1998a; Irgang, et al., 2003; Levy, et al., 2000; Paradis, et al., 1999; Patience, et al., 1998; 
Pitkin and Mullon, 1999; Schumacher, et al., 2000; Tacke, et al., 2001). Jedoch waren die 
Anwendungen in den meisten Fällen zeitlich begrenzt oder das porzine Material war vor dem 
Immunsystem der Rezipienten geschützt. Zwei humane Rezeptoren für PERV-A wurden 
kürzlich identifiziert und kloniert (Ericsson, et al., 2003). Diese beiden Rezeptoren werden in 
vielen humanen Geweben exprimiert und durchqueren, wie viele andere γ-retrovirale 
Rezeptoren, die Zellmembran mehrfach. 
Auf Grund der immensen Fortschritte bei der Suche nach effektiveren Immunsuppressiva für 
1.5 Zielsetzung 
on porzinen Zellen, Geweben und Organen in der Xenotransplantation 
den Einsatz in der Xenotransplantation und der Entwicklung transgener Schweine (Costa, et 
al., 2002; Lai, et al., 2002; Phelps, et al., 2003), die eine hyperakute Abstoßung eines 
Xenotransplantates verhindern, ist eine längere Verweildauer im Rezipienten zu erwarten, und 
damit erhöht sich das Risiko einer Transmission und/oder Infektion mit PERVs. Des Weiteren 
bergen die Möglichkeiten der Rekombination von PERVs untereinander sowie die 
Rekombination mit humanen Retroviren und die Adaptation von PERVs an humane Zellen, 
weitere Gefahren für die Rezipienten eines Langzeitxenotransplantates. Aus diesen Gründen, 
muss das potentielle Risiko für den einzelnen Rezipienten und die Gesellschaft im Ganzen 
weiterhin sorgfältig, auf hohem wissenschaftlichen Niveau untersucht und ethisch vertretbar 
abgewogen werden. 
 
Die Verwendung v
stellt eine Möglichkeit dar, die zunehmende Kluft zwischen der Zahl der durchgeführten 
Allotransplantationen und der steigenden Zahl an Patienten, die auf ein Transplantat warten, 
zu überbrücken. Jedoch besteht das Risiko der Übertragung von Mikroorganismen und Viren, 
die für den Menschen pathogen sein könnten. Die im Genom der Schweine integrierten 
porzinen endogenen Retroviren (PERV) stellen einen dieser potentiell humanpathogenen 
Erreger dar, da die Subtypen PERV-A und PERV-B in der Lage sind, humane primäre Zellen 
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und Zelllinien in vitro zu infizieren. Daraus ergeben sich drei Verfahrensweisen, die für die 
Abschätzung des Infektionsrisikos von PERV von Bedeutung sind und angewendet werden 
sollen: 
1. Die Evaluierung der PERV-Freisetzung aus porzinen Zellen und Geweben, um 
g eines In vivo-Infektionsmodells, um die Pathogenität von PERV 
ten, die bereits mit porzinen Zellen und Geweben 
Transplantate mit geringem Infektionsrisiko zu selektieren. Aufgrund der Tatsache, dass der 
Pankreas von Schweinen nur eine geringe mRNA-Expression von PERV aufweist und durch 
die Vorarbeiten von Tacke et al. (2000, 2003), die gezeigt haben, dass stimulierte PBMC von 
Schweinen der Deutschen Landrasse keine PERV-Partikel freisetzen, soll im Rahmen dieser 
Arbeit die Expression von PERV in Inselzellen der Deutschen Landrasse in vitro und in vivo 
evaluiert werden. 
2. Die Etablierun
abschätzen zu können. Da die Transplantation von porzinen Zellen, Geweben und Organen in 
nicht-humane Primaten bzw. die Inokulation hoher Dosen von PERV in immunsupprimierte 
Tiere bisher nicht zu einer PERV-Infektion führte und aufgrund der Beobachtung, dass die 
Adaptation von PERV an die Zellen einer Spezies zu einer Erhöhung des Virustiters führt, 
soll in dieser Arbeit PERV zunächst an Zellen nicht-humaner Primaten adaptiert werden, um 
zu einem späteren Zeitpunkt dieses adaptierte PERV nicht-humanen Primaten in vivo 
applizieren zu können. Des Weiteren soll die Infektion ausgewählter muriner Zelllinien und 
primärer Zellen in vitro und in vivo mit den Subtypen A und B von PERV unter Vermeidung 
von Mikrochimärismus evaluiert werden. 
3. Ein retrospektives Screenen von Patien
behandelt wurden. Bisher wurden weltweit etwa 200 Patienten mit Zellen und Geweben vom 
Schwein oder mit einer Ex vivo-Perfusion unter Zuhilfenahme von Schweinezellen behandelt. 
Im Rahmen dieser Arbeit sollen zwei neue Studien analysiert werden. In der einen wurden 
Patienten mit akutem Leberversagen ex vivo mit einem Bioreaktor, der Leberzellen vom 
Schwein enthielt, behandelt. In der anderen wurden Diabetes-Kranke mit porzinen Inselzellen 
behandelt. Der Nachweis der Infektion durch Messung von Antikörpern gegen PERV in den 
Seren der Patienten soll indirekt, mit neu entwickelten immunologischen Methoden, erfolgen. 
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2. Material und Methoden 
2.1 Zellbiologische Methoden 
2.1.1 Primäre Zellen und Zelllinien 
Die Isolierung von primären porzinen Langerhanschen Inselzellen wurde nach Zhang et al. 
durchgeführt (Zhang, et al., 2001). Die Bauchspeicheldrüsen von ausgewachsenen Schweinen 
wurden aus lokalen Schlachthäusern bezogen. Nach der Schlachtung wurden die Organe 
sofort entnommen, um die warme Ischämie auf weniger als 10 Minuten zu reduzieren. Das 
Hauptblutgefäß der Bauchspeicheldrüse wurde mit einer Kanüle verbunden, mit einer 
0,6%igen Kollagenase-Lösung (Serva, Heidelberg) perfundiert und in einem speziell 
entworfenen Restriktions-Filtrations-Gerät kontinuierlich bei 37°C für 18 bis 20 Minuten 
inkubiert. Das enzymatisch zerkleinerte Gewebe wurde anschließend durch ein Sieb mit einer 
Porengröße von 350 µm gepresst, um unverdaute größere Gewebestücke zu entfernen. Nach 
einem Zentrifugationsschritt wurde der Überstand verworfen und das Sediment wurde in 
einem kontinuierlichen Nycodenz-Dichtegradienten (Nycodenz® Pulver, Gibco BRL, 
Karlsruhe), mit einer Dichte von 1,055 bis 1,095 g/ml zentrifugiert. Ein Cobe 2991 
Zellseparierer wurde verwendet, um freie Inselzellen von exokrinem Gewebe zu trennen. Die 
angereicherte Inselzellfraktion wurde anschließend durch ein Sieb mit einer Porengröße von 
45 µm gepresst, um einzelne Zellen und Inselzellfragmente zu entfernen. Die aufgereinigten 
Inselzellen wurden für Infektionsstudien mittels Kokultivierung verwendet. Dafür wurden die 
Inselzellen in Gewebekulturflaschen (TPP, Schweiz) in DMEM (Dulbecco’s Modified 
Essential Medium mit 4,5 g/l D-Glucose; Biochrom KG, Berlin), 10% inaktiviertem, fötalem 
Kälberserum (FKS; Biochrom KG, Berlin), 2 mM L-Glutamin, (Biochrom), 100 U/ml 
Penicillin (Biochrom), 100 µg/ml Streptomycin (Biochrom) und 15 mM HEPES 
(Hydroxyethylpiperazinethansulfonsäure, Biochrom) bei 37°C und 95% Luftfeuchtigkeit 
(Brutschrank BBD 6220, Kendro, Langenselbold) kultiviert. Die Isolierung primärer muriner 
Zellen wurde nach Specke et al. durchgeführt (Specke, et al., 2001b). Nieren und Embryos 
von NMRI- bzw. BALB/c-Mäusen (Charles River Laboratories, Sulzfeld) wurden aseptisch 
entfernt, zerkleinert und mit 1 ml 0,25%igem Trypsin, gelöst in PBS (Phosphat-gepufferte 
Salzlösung; 10 mM Na-Phosphat, pH 7.5, 130 mM NaCl (Merck, Darmstadt)), pro 5mg 
Gewebe unter Verwendung eines Magnetrührers bei 37°C inkubiert. Die 
Einzelzellsuspensionen wurden in DMEM und 10% FKS kultiviert.  
 28
2. Material und Methoden 
Die verwendeten Zelllinien sind in Tabelle 2 zusammengefasst. Die humane embryonale 
Nierenzelllinie 293 (ATCC No. CRL-1573), die sich als hochsuszeptibel für eine Infektion 
 einer Resistenz gegen das Antibiotikum Neomycin 
ausgestattet. Dafür wurden die 293-Zellen mit dem Neomycin-Resistenzgen tragenden 
 Verwendung des TransFast Transfektionsreagenz 
 
mit PERV gezeigt hat, wurde mit
pcDNA3.1+ Vektor (Invitrogen) unter
(Promega, Mannheim, Germany) transfiziert und durch die anschließende Behandlung mit 
G418 (Gibco BRL, Karlsruhe, Germany) auf stabil-transfizierte 293-Zellen hin selektioniert 
(293neo+). Die Zelllinien 293, 293neo+, PK15, 293/PERV, 293/PERV-A/C, 293/PERV-B, 3T3 
und 3T6 wurden in Gewebekulturflaschen versetzt mit DMEM, FKS, L-Glutamin, 
Penicillin/Streptomycin und HEPES bei 37°C unter 5% CO2 und 95% Luftfeuchtigkeit 
kultiviert. Die Rhesusaffen-Zelllinie LLCMK2 wurde in DMEM versetzt mit 5% FKS und 
1% nicht-essentiellen Aminosäuren (Sigma, Taufkirchen) kultiviert, während die 
Schimpansen-Zelllinie EB176 in RPMI-1640 Medium (Biochrom KG, Berlin), mit 15% FKS 
und 4 mM L-Glutamin kultiviert wurde. Schließlich wurde die murine T-Zelllinie CTLL-2 in 
RPMI-1640 Medium vesetzt mit 10% FKS und 100 IU/ml Interleukin-2 (IL-2) kultiviert. 
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Tabelle 2: Verwendete Zelllinien 
Zelllinie Beschreibung Herkunft Referenzen 
293 Humane embryonale Nierenzellen ATCC (Graham, et al., 1977) 
293neo+ Mit einem Neomycin-Resistenzgen 
transfizierte 293 Zellen 
Dr. J. Denner  
P neK15 Adhärente Schwei  Nierenzellen; 
produzieren PERV-A und PERV-B 
ATCC (Armstrong, et al., 1971; 
Pirtle and Woods, 1968) 
293/PERV Humane embryonale Nierenzellen; 
produzieren PERV-A und PERV-B 
Dr. R. Weiss (Le Tissier, et al., 1997; 
Takeuchi, et al., 1998) 
293/PERV-A/C 
(PERV/5°) 
5. Passage des PERV/NIH/3°  
(3. Passage)-Virus auf 293 Zellen; 
Dr. J. Denner (Denner, et al., 2003; 
Wilson, et al., 2000; Wils
produzieren PERV-A/C 
on, 
et al., 1998) 
293/PERV-B PERV-B Klon, passagiert auf 293 
Zellen 
Dr. D. Onion  
LLCMK2 Adhärente Nierenzellen von 
Macaca mulatta (Rhesusaffe) 
ATCC (Hull, et al., 1962) 
EB176 EBV transformierte 
lymphoblastoide Zellen aus 
peripheren Lymphozyten eines 
männlichen Schimpansen 
ECACC Nicht verfügbar 
3T3 Adhärente, murine embryonale 
Fibroblasten 
ATCC (Andersson, et al., 1979; 
Jainchill, et al., 1969) 
3T6 Adhärente, murine embryonale 
Fibroblasten 
ATCC (Todaro and Green, 1963) 
CTLL-2 murine T-Zellen ATCC (Gillis and Smith, 1977) 
 
Die PERV-produzierenden Zelllinien PK15, 293/PERV, 293/PERV-A/C und 293/PERV-B 
urden für die Virusproduktion und als Effektoren in Infektionsstudien verwendet. Die 
elllinien 293, 293neo+, LLCMK2 und EB176 sowie die murinen Zelllinien 3T3, 3T6 und 
TLL-2 dienten als Zielzellen in Infektionsstudien.  
w
Z
C
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2.2 Molekularbiologische Methoden 
2.2.1 Proteinisolierung 
Zur Herstellung von Proteinlysaten aus Geweben und Organen wurden je 200 bis 300 mg in 
einem Mörser (Roth, Karlsruhe) unter Zugabe von flüssigem Stickstoff (Linde, Berlin) zu 
einer homogenen Masse zerkleinert, in ein 1,5 ml-Reaktionsgefäß (Eppendorf, Hamburg) 
überführt, mit 1 ml RIPA-Puffer (25 mM Tris-HCl, pH 8.0 (Roth); 150 mM NaCl (Merck); 
2% Triton-X 100 (Roth), 0,5% Natriumdeoxycholat (Merck) und 0,1% SDS 
(Natriumdodecylsu 30 Minuten auf Eis d 
wurde das Proteinlysat bei 20000 x g (Eppendorf 5403; Eppendorf, Hamburg) für 15 Minuten 
bei fugi in ionsg ie 
Proteinkonzentrati mmt. Dazu wurde ein Proteinstandard mit 
0,2; 0,4; 0,6; 0,8 und 1,0 mg/ml BSA aus einer 2mg/ml BSA-Stammlösung (bovines 
Se rakti  je 1 chiede den 
in e l Mi n Dickinson, Heide  
zu messenden Proteinproben wurden 10-100 µl eingesetzt. Die Proteinstandards und die 
Pro  ans -Rea rd nt; Bio-Rad, München) 
versetzt und für 10 Min. inkubiert. Danach wurde die Absorption bei 595 nm im UV-
Spek (Tec im) ge n und anschließend die 
Proteinkonzentration sche Fehler der BSA-Standards und der 
Proteinproben wurde durch Dreifachbestimmung ermittelt. 
2.2.2 Rekombinant eptide 
Zwei rekombinante Proteine wurden generiert, das transmembrane Hüllprotein p15Env und 
das Capsidprotein p27Gag. Zur Herstellung von p15Env wurden die Vorwärtsprimer 5‘-
GTAC CGTGG CCGCA und di ‘-
ACGTAC A  
einer Sequenz aus PK15 Zellen verwendet. Die amplifizierte Sequenz, die der Ectodomäne 
des t branen Hüllp v (Aminosäuren 488-597) entspricht, wurde in den 
CAL-n-Vektor (Stratagene, Amsterdam, Niederlande) kloniert und in E.coli exprimiert. Die 
. Das exprimierte Protein wurde durch 
lfat, Merck)) versetzt und für inkubiert. Anschließen
4°C zentri ert, der Überstand wurde in e neues Reakt efäß überführt und d
on wurde nach Bradford besti
rumalbumin F on V, Roth) hergestellt und 0 µl der vers nen Standards wur
lberg) pipettiert. Von denine 96-Wel krotiterplatte (Falcon™, Becto
ben wurden chließend mit 90 µl Bradford genz (1:5 ve ün
trometer an Spectra, Crailshe
 bestimmt. Der statisti
messe
e virale Proteine und P
GTA ATCCCTAATCACAGGA ACA e Rückwärtsprimer 5
GTACGAATTCTCAGTTGAACCATCCTT AAACCA für die Amplifikation
ransmem roteins p15En
p
Sequenzierung dieses Klons zeigte, dass das transmembrane Hüllprotein von PERV-A 
exprimiert wurde (Fiebig, et al., 2003). Für die Herstellung des Capsidproteins p27Gag von 
PERV-C wurde die Sequenz des gesamten gag-Gens amplifiziert, in den pQ-n-Vektor 
kloniert und in E.coli exprimiert (QIAgen, Hilden)
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Affinitätschromatographie mittels einer Ni-NTA Säule (QIAgen) und 8 Molar Harnstoff 
(Sigma) bei pH 4.0 aufgereinigt. 
e dominanten und immunsuppressiven Domäne von p15Env Peptid , die der immun
entsprechen (Tab. 3) wurden für ELISA Tests verwendet (Tacke, et al., 2001). 
 
Tabelle 3: PERV-spezifische Proteine und Peptide
Proteine/ 
Peptide 
Präparation Beschreibung/Herkunft Methode 
 
rp27Gag 
Rekombinantes Protein exprimiert in E.coli, 
gereinigt über Affinitätschromatographie 
PERV-C Gag, Capsidprotein  Western 
Blot 
 
rp15Env 
Rekombinantes Protein exprimiert in E.coli, 
gereinigt über Affinitätschromatographie 
PERV-A Env, 
transmembranes Hüllprotein 
Western 
Blot 
 
PERV-ido 
Synthetisches, von p15Env abgeleitetes 
Peptid: immundominante Domäne 
PERV-A Env 
(Aminosäuren 544-562) 
 
ELISA 
 
PERV-isu 
Synthetisches, von p15Env abgeleitetes 
Peptid: immunsuppressive Domäne 
PERV-A Env 
(Aminosäuren 529-546) 
 
ELISA 
 
2.2.3 Polyacrylamid Gelelektrophorese (SDS-PAGE) 
Um Proteinlysate in ihre einzelnen Bestandteile aufzutrennen, wurde eine diskontinuierliche 
SDS-PAGE durchgeführt. Dafür wurden zwei je 1 mm dicke 12%ige SDS-PAGE Trenngele, 
bestehend aus 4,2 ml einer 30%igen Mischung aus Acrylamid und N,N`-
l 30), 3,5 ml Gelpuffer (3 M Tris-Base Methylenbisacrylamid (37,5:1, Roth, Rotiphorese Ge
(Roth), 0,3% SDS), 2,8 ml H2O (Bidest.), 70 µl einer 10%igen Ammoniumpersulfatlösung 
(APS, Bio-Rad) und 7 µl TEMED (N, N, N‘, N‘-Tetramethylethylendiamin, Invitrogen), 
verwendet. Die flüssige Trenngel-Lösung wurde zwischen zwei Glasplatten (Bio-Rad) 
gegossen, bis zu einem Zentimeter unter den oberen Rand. Anschließend wurden die 
Trenngele mit Isopropanol (Roth) überschichtet. Nachdem die Trenngele vollständig 
auspolymerisiert waren (nach ca. 30 min.), wurde das Isopropanol entfernt und es wurden für 
4%ige Sammelgele 560 µl 30%iges Acrylamid/N,N`-Methylenbisacrylamid, mit 1,4 ml 
Gelpuffer, mit 2,24 ml H2O (Bidest.), mit 70 µl 10%igem APS  und mit 7 µl TEMED 
gemischt, diese Lösung wurde auf die Trenngele gegossen und in die noch flüssige Lösung 
wurden präparative Kämme gesteckt. Nach dem Erhärten der Sammelgele wurden die Gele 
senkrecht in eine Gelkammer (Bio-Rad Mini-System) gespannt, die innere Kammer mit 1x 
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Kathodenpuffer (0,1 M Tris-Base, 0,1 M Tricin (Sigma), 0,1% SDS) und die äußere Kammer 
mit 1x Anodenpuffer (0,2 M Tris-Base) gefüllt. Die Proteinlysate wurden vor dem Auftragen 
tzt und für 5 
inuten bei 95°C gekocht (Eppendorf comfort). Zur Bestimmung der Größe der Banden 
 Plus2-Marker, Invitrogen) mitgeführt. Die 
Elektrophorese (PowerPac 300, Bio-Rad) wurde anha an t 
und lief bei 100 Volt für 1 bis 1,5 Stunden. 
2.2 A I n 
Für di Isolier n en bei 37°C mit er 
0,2 Tr ie Zellen wurden anschließend m m 
Zellsc ber (T urflasche gelöst, mit 8 ml frischem Medium 
ve re  10 Min ratur ze ert 
(Megafuge 1.0 R, Kendro). Anschließend wurden die Zellen 1x mit 10 ml sterilem PBS 
ge (4 peratur), (10 mM l, 
H 7.4 (Roth); 1 mM EDTA (Merck,), 100 mM NaCl (Merck); 100 µg/ml Proteinase K (20 
mg/ml, Invitrogen), 0,5% SDS (10%)) versetzt und für 2 Stunden bei 60°C im Wasserbad 
s GmbH, Berlin). 
mit 1x Laemmli- Probenpuffer (50 mM Tris-HCl, pH 6.8; 4% SDS; 12% Glycerol (Sigma); 
0,01% Bromphenolblau (Bio-Rad); 5% 2-Mercaptoethanol (Sigma)) verse
M
wurde ein vorgefärbter Größenstandard (Seeblue®
nd der Bromphenolblau B de verfolg
.4 DN solierung aus Zellen und Gewebe
e ung der DNA wurden adhärente Zelle
ypsin/EDTA-Lösung inkubiert. D
 für 15 Minut 2 ml ein
5%igen it eine
ha PP) vom Boden der Gewebekult
inzelt und mit 470 x g fürrsetzt, ve uten bei Raumtempe ntrifugi
waschen 70 x g, 10 Minuten, Raumtem mit 5 ml Lysepuffer Tris-HC
p
inkubiert (Fa. Memmert über Neolab Laborbedarf-Vertrieb
Zur Phenolextraktion wurde das Zelllysat mit einem halben Volumen Phenol (Roti-Phenol, 
Roth) versetzt, gemischt und bei circa 3200 x g für 10 Minuten zentrifugiert. Die obere 
wässrige Phase wurde in ein neues Falconröhrchen (TPP) überführt und die Phenolextraktion 
wiederholt. Zur Phenol/Chloroform-Extraktion wurde die wässrige Phase in ein neues 
Falconröhrchen überführt, mit 1 Volumen Phenol/Chloroform (Roth) versetzt und 
zentrifugiert. Anschließend wurde die Phenol/Chloroform-Extraktion wiederholt. Schließlich 
wurde die wässrige Phase in ein neues Falconröhrchen überführt, mit einem zehntel Volumen 
einer 3M NaAcetat-Lösung, pH6.5 (Merck) und dem zweifachen Volumen aus eiskaltem 
absolutem Ethanol (Roth) versetzt und die DNA wurde über Nacht bei -80°C gefällt. 
Anschließend wurde die DNA bei 4°C abzentrifugiert, 1x mit 70%igem Ethanol gewaschen 
und das DNA-Pellet wurde getrocknet. Zuletzt wurde die DNA in 50 bis 100 µl TE-Puffer, 
pH 8.0  (10 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA) gelöst und bei -20°C aufbewahrt. 
Für die DNA-Isolierung aus Geweben und Organen wurden 25 bis 35 mg Gewebe in einem 
sterilen Mörser mit flüssigem Stickstoff versetzt, zerkleinert und in einen mit 5 ml Lysepuffer 
(300 µg/ml Proteinase K) gefüllten, eisgekühlten Homogenisator überführt. Das zerkleinerte 
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Gewebe wurde für 10 Minuten homogenisiert, in ein 15 ml-Falconröhrchen dekantiert und 
anschließend 2 Stunden bei 60°C inkubiert. Zur Fällung der DNA wurde eine Phenol- und 
Phenol/Chloroform-Extraktion durchgeführt. 
2.2.5 RNA Isolierung aus Zellen und Geweben 
Um aus 1x10  Zellen pro ml die RNA zu isolieren, wurde 1 ml TRI-Reagenz (Sigma) zu den 
in ein 1,5 ml-Reaktionsgefäß überführten Zellen gegeben, homogenisiert und die Lösung für 
15 Minuten bei Raumtemperatur unter dem
7
 Abzug inkubiert. Anschließend wurden 200 µl 
Chloroform (Roth) dazugegeben, gemischt und für 15 Minuten inkubiert. Zur Phasentrennung 
bei 4°C zentrifugiert. Die obere wässrige 
NA in einem 
ahlung (Gel-Doc, 
wurde das Gemisch bei 12000 x g für 15 Minuten 
Phase wurde in ein neues Reaktionsgefäß überführt und mit einem Volumen 70%igem 
Ethanol (hergestellt mit DEPC-Wasser: 0,1% Diethylpyrocarbonat (Sigma)) gelöst in H2O  
(Bidest.) und anschließend autoklaviert) versetzt. Für die Fällung und Elution der RNA wurde 
die alkoholische Lösung nach den Angaben des RNeasy Mini Kits (QIAgen) behandelt. Die 
RNA wurde bei -80°C aufbewahrt. 
2.2.6 Polymerase Kettenreaktion (PCR) 
Die Methode der PCR wurde verwandt, um provirale Sequenzen in zellulärer genomischer 
DNA nachzuweisen. Dafür wurden maximal 1 µg genomische D
Reaktionsansatz von 20 µl für die Amplifikation eingesetzt. Der Reaktionsansatz enthielt 
außerdem je 250 µM der vier Desoxyribonucleotidtriphosphate ATP, CTP, GTP und TTP 
(Applied Biosystems), 1,5 mM MgCl2 (Applied Biosystems), 0,5 µM Primer, 2 µl 10x PCR-
Puffer (Applied Biosystems) und eine Einheit Taq DNA-Polymerase (‚Ampli-Taq‘ Gold, 
Applied Biosystems). Die für die Amplifikation der PERV-spezifischen Sequenzen 
verwendeten Primer sind in Tabelle 4 dargestellt. Die Bedingungen für die Amplifikation 
waren: 1 Zyklus mit 10 Minuten bei 95°C; danach 35 Zyklen mit je 45 Sekunden bei 94°C, 45 
Sekunden bei 55°C und 1 Minute bei 72°C; sowie 1 Zyklus mit 7 Minuten bei 72°C 
(Multicycler PTC-200, MJ Research, Waltham, MA, USA). Zur Kontrolle gleicher Mengen 
an aufgetragener DNA wurden β-Actin Primer (Tab. 4) verwendet. Nach der Amplifikation 
wurden die Amplifikate mittels Agarosegelelektrophorese aufgetrennt und durch die 
Verwendung von Ethidiumbromid (Sigma) mit anschließender UV-Bestr
Bio-Rad) sichtbar gemacht. 
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Tabelle 4: Sequenzen und Bezeichnungen der verwendeten Primer 
Region Sequenz (5’→3’) Amplifikations- Referenz 
produkt (Bp) 
ga GCGACCCACGCAGTTGCATA 
CAGTTCCTTGCCCAGTGTCCTT 
g 662 (Paradis, et al., 
1999) 
pol TTGACTTGGGAGTGGGACGGGTAAC 
GAGGGTCACCTGAGGGTGTTGGAT 
815 (Czauderna, et al., 
2000) 
envA TGGAAAGATTGGCAACAGCG 
AGTGATGTTAGGCTCAGTGG 
360 (Le Tissier, et al., 
1997) 
envB TTCTCCTTTGTCAATTCCGG 
TACTTTATCGGGTCCCACTG 
263 (Le Tissier, et al., 
1997) 
Porzine 
COII 
TCACCCATCATAGAAGAACTCCTACA 
TTTTACGGTTAAGGCTGGGTTATTAATT 
255 (Switzer, et al., 
1999) 
β-Actin CTACAATGAGCTGCGTGTGG 
AAGGAAGGCTGGAAGAGTGC 
528 R&D Systems Inc. 
Kat.-Nr.: RDP-38 
MoMLV 
p15Env 
TAGGAACAGGGACTACTG
TTAAACAGTCCCTCAAAC
CTCTAATG 
CATCCTTG 
380 (Irgang, et al., 
2004) 
 
2.2.7 Sensitivität der verwendeten Primer  
Die Bestimmung der Sensitivität der Primer in der PCR gibt einen Hinweis darauf, wie 
spezifisch das jeweilige Primerpaar ist. Zur Bestimmung der Sensitivität der PERV-
spezifischen Primer PERV-gag, -pol, -envA und -envB wurden je 1x106 293-Zellen mit 
Verdünnungen von 293/PERV-A/C-, 293/PERV-B- und PK15-Zellen beginnend mit 1x106 
bis 1x100 gemischt. Anschließend wurde die DNA der Zellgemische mit Hilfe des DNA 
Blood Mini Kits (QIAgen) isoliert und die Konzentration photometrisch bestimmt (Biospec-
1601; Shimadzu Deutschland GmbH, Duisburg). Die Konzentration der jeweiligen DNA-
Gemische wurde mit TE-Puffer auf 100 ng/µl eingestellt. Für die anschließende PCR wurden 
100 ng DNA pro Reaktionsansatz eingesetzt. 
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2.2.8 RT-PCR 
Fü schreiben NA wurde der One-Step RT-PCR Kit (Invitrogen) 
verwendet. Diese Methode ermöglicht die reverse Transkription von mRNA in cDNA und 
eine hlie n Primern in einem Schritt. Für die RT-PCR wurden 
100 ng mRNA in einem µl eingesetzt. Die verwendeten Primer 
waren: 
5‘- TGCTGTTTGCATCAAGACCGC (vor SD; Vorwärtsprim
5‘- ACAGAC  (hinter SD; Rückwärtsprimer) und 
5‘- GA GA (hinter SA; Rüc tsprimer). D e 
Menge an R ndung von β-Actin Primern (Tab. 4) überprüft. Zur 
Kontrolle von DNA-Ko llel Reaktionsansätze ohne RT mitgeführt. 
Die Bedingungen für die Am Zyklus m
von 1 Zyklu danach 35 Zyklen mit je 45 Sekunden bei 94°C, 45 
Se e ie 1 Zyklus m  Minuten bei er 
Am tio ein 1%iges Agarosegel aufgetragen und 
 
2.3 Immunologische Methoden 
 reagierten in ELISA Tests, Western Blots und 
munfluoreszenztests. Schließlich wurden kreuzreagierende Antiseren gegen p30Gag und 
p70Env des murinen Friend-Leukämievirus (FLV) verwendet. 
 
r das Um  von mRNA in cD
 ansc ßende PCR mit spezifische
 Reaktionsansatz von 20 
er), 
ACTCAGAACAGAGAC
ATG GGCGAAGCTTAAGGG kwär ie aufgetragen
NA wurde durch Verwe
ntaminationen wurden para
plifikation waren: 1 it 30 Minuten bei 50°C; gefolgt 
s mit 2 Minuten bei 94°C; 
kunden b i 55°C und 1 Minute bei 72°C; sow it 7 72°C. Nach d
plifika n wurden die Fragmente auf 
elektrophoretisch aufgetrennt. 
2.3.1 PERV-spezifische Antiseren  
Es wurden verschiedene PERV-spezifische Antiseren generiert, die in Tabelle 5 
zusammengefasst sind. Einige Kontroll-Seren wie Anti-PERV-ido und Anti-PERV-isu 
wurden schon von Tacke et al. beschrieben (Tacke, et al., 2001). Für die Evaluierung der neu 
etablierten Methoden wurde ein Ziegenserum gegen das rekombinante transmembrane 
Hüllprotein p15Env entwickelt (Fiebig, et al., 2003). Zusätzlich wurde ein Antiserum gegen 
das rekombinante Capsidprotein p27Gag durch Immunisierung einer Ziege mit dem 
rekombinanten Protein generiert. Beide Seren
Im
g
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Tabell  5: Verwene dete Antiseren und Antikörper 
Antiserum/ 
Antikörper 
Für die Immunisierung 
verwendetes Antigen 
Beschreibung/Herkunft Spezies 
Anti-rp27Gag rp27Gag PERV-C Gag Ziege 
Anti-rp15E rp15Env PERV-A Env Ziege 
Anti-PERV-ido PERV-ido (AS 544-562) PERV-A Env Kaninchen 
Anti-PERV-isu PERV-isu (AS 529-546) PERV-A Env Kaninchen 
Anti-p30Gag  FLV Ziege 
Anti-gp70Env  FLV Ziege 
Anti-Ziege IgG Ganzes Molekül Isoliert durch 
Affinitätschromatographie; 
Peroxidase konjugiert/Sigma 
Kaninchen 
Anti-Ziege IgG Ganzes Molekül FITC konjugiert/Sigma Kaninchen 
Anti-Maus IgG Fab Fragment Peroxidase konjugiert/Sigma Ziege 
Anti-Human IgM µ-Kette Sigma Ziege 
Anti-Human IgG Fc Fragment Sigma Ziege 
 
2.3.2 Spezies-spezifische Antikörper 
uchungen verwendeten sekundären Antikörper sind 
ebenfalls in Tabelle 5 zusammengefasst.  
ließend wurde der Blot wie 
lgt zusammengesetzt: Auf die untere Platin-Anode einer Semi Dry Transferzelle (Bio-Rad) 
urde ein Whatman-Filterpapier luftblasenfrei aufgelegt. Die PVDF-Membran und das Gel 
urden nacheinander auf das Filterpapier gelegt und die Luftblasen entfernt. Schließlich 
urde auf das Gel das zweite Filterpapier ebenfalls luftblasenfrei aufgebracht. Die 
Die in den immunologischen Unters
2.3.3 Western Blot 
Für die Untersuchung von Seren verschiedener Spezies auf das Vorhandensein spezifischer 
Antikörper, wurden entsprechende Antigene mittels SDS-PAGE in ihre Bestandteile getrennt 
und auf PVDF-Membranen (Immobilon™-psq, Millipore, Eschborn) übertragen. Dazu 
wurden die PVDF-Membran und zwei 3-Millimeter dicke Whatman-Filterpapiere (Bio-Rad) 
auf Gelgröße zurecht geschnitten, die PVDF-Membran in absolutem Methanol (Roth) 
angefeuchtet und zusammen mit den Filterpapieren und Gelen in Transferpuffer (48 mM Tris-
Base; 39 mM Glycin (Sigma); 3,75 ml 10%iges SDS; 200 ml Methanol; mit H2O (Bidest.) auf 
einen Liter aufgefüllt) für circa 20 Minuten equilibriert. Ansch
fo
w
w
w
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Transferzelle wurde mit der Kathode verschlossen und die Proteine wurden 1 Stunde lang bei 
15 VD
Vo gen d rde die PVDF-Membran viermal je 5 Minuten 
mit 1x PBS auf einem Schüttler gewaschen und zur Absättigung unspezifischer Bindungen 
mit PBS/3% BSA für 1 Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Nach dem Wasch  PBS 
wurde die Membran in eine M n-Kammer (Mini- io-Rad) einge t und 
di en in  mit PBS/0,3% BSA aufgetragen. Nach der 
Inkubation für 16 Stunden bei 4°C wurde die Membran mit PBS/0,05% Tween 20 (PBST; 
Serva, Heidelberg) gewaschen und mit einer 1:1000 Verdünnung der jeweiligen spezies-
spezifischen Antikörper (Tab. 4) für 1,5 Stunden bei Raum eratur inkubiert. Schließlich 
wu bran fünfm gewaschen und die Bindung der Antikörper wurde 
durch die Verwendung einer DAB-Lösung (10 m Tetrahydrochlorid 
Di , Sankt A chland) ge  Tris, nd 
Pe er 30%igen g (Merck
2. koppelter rptionstest (ELISA
ynthetische, von PERV abgeleitete, Peptide (siehe Tab. 3) wurden mit 1 µg pro Well in 96-
obilisiert. Die Platten wurden einmal mit PBST 
urden als 1:100 Verdünnungen und in dreifacher 
Ausführung nach dem waschen der Platten mit PBST aufgetragen und für 1 Stunde bei 37°C 
it PBST, wurden die Platten für eine weitere Stunde mit 
Volt auf die P F-Membran transferiert.  
er jeweiligen Seren wur dem Auftra
en mit
ultiscree Protean II; B spann
e Seren wurd 1:100 Verdünnungen
temp
rde die Mem al mit PBST 
g 3,3‘-Diaminobenzidin 
hydrat (Pierce ugustin, Deuts löst in 25 ml 25 mM  pH 8.0) u
roxid (3 µl ein  H2O2-Lösun )) visualisiert. 
3.4 Enzymge Immunadso ) 
S
Well Platten über Nacht bei 37°C imm
gewaschen und für 1 Stunde mit 100 µl pro Well PBST/3% BSA bei Raumtemperatur 
inkubiert. Je 50 µl Testserum pro Well w
inkubiert. Nach einem Waschschritt m
1:1000 Verdünnungen von Peroxidase-gekoppelten, anti-humanen und anti-kaninchen γ-
Immunglobulin-Antikörpern (IgG; Sigma) inkubiert. Die Bindung der Antikörper wurde 
durch die Verwendung von 30 mg o-Phenylendiamin (Sigma) gelöst in 100 ml H2O (Bidest.) 
und der Zugabe von 30 µl Peroxid-Lösung visualisiert. Die Farbentwicklung wurde durch die 
Zugabe von 2,5 M Schwefelsäure (Roth) gestoppt und bei 492 nm im UV-Spektrometer, mit 
620 nm als Referenzwellenlänge, photometrisch gemessen. Platten ohne Peptide dienten als 
Kontrollen. Die Absorption der Negativkontrollen (Platten ohne Peptide) wurde von den mit 
Peptiden beschichteten Platten abgezogen. Die Ergebnisse wurden als Positiv bewertet, wenn 
sie größer als der Durchschnitt plus dreimal die Standardabweichung der Negativkontrollen 
waren.  
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Die Bestimmung der Konzentration des aus porzinen Langerhans’schen Inselzellen 
freigesetzten Insulins wurde mit einem kommerziellen Insulin-ELISA Test nach den Angaben 
) inkubiert. Nach zwei 
Zentrifugationsschritten wurden die Zellen für eine weitere Stunde mit einer 1:6000 
Anti-Ziege IgG inkubiert, 
ilson, et al., 2000; Wilson, et al., 1998). Die Passagierung von PERV-A/C auf 293-
, die durch genetische Veränderungen in der 
des Herstellers durchgeführt (BioSource Europe S.A., Nivelles, Belgien). 
2.3.5 Durchflusszytometrie 
Um die Expression der PERV-spezifischen Proteine p15Env und p27Gag zu überprüfen, 
wurden 1x106 Zellen mit 500 µl 3,7%igem Formalin (Formaldehyd-Lösung (Merck) in PBS) 
versetzt und für 30 Minuten inkubiert. Anschließend wurden die Zellen zweimal mit PBS/2% 
FKS bei 500 x g für 5 Minuten bei Raumtemperatur zentrifugiert, der Überstand abgenommen 
und für 15 Minuten mit 500 µl 0,5% Triton X-100 (Roth) inkubiert. Nach zweimaliger 
Zentrifugation mit PBS/2% FKS bei 2300 UpM, wurden die Zellen für 20 Minuten mit 
PBS/5% Magermilchpulver inkubiert. Anschließend wurden die Zellen dreimal zentrifugiert 
und für 1 Stunde mit 1:1000 Verdünnungen der Primärantikörper Anti-rp15Env, Anti-
rp27Gag und den jeweiligen Isotyp-Kontrollen (Tab. 5
Verdünnung des FITC-gekoppelten Sekundärantikörpers 
zentrifugiert und in 300 µl FACS-Lysingsolution (BD Biosciences, Erembodegem-Aalst, 
Belgien) resuspendiert. Die Messung erfolgte am FACScalibur (BD Biosciences). 
 
2.4 Virologische Methoden 
2.4.1 Virusisolate 
Für die Infektionsstudien wurden sterilfiltrierte Zellkulturüberstände von der porzinen 
Nierenzelllinie PK15, die PERV-A und PERV-B produzierte (PK15/PERV), und von der 
humanen embryonalen Nierenzelllinie 293, die ebenfalls PERV-A und PERV-B produzierte 
(293/PERV; zur Verfügung gestellt von Dr. R. Weiss, London, England), verwendet. 
Zusätzlich wurden die Isolate von PERV-B und des rekombinanten PERV-A/C (PERV/5°) 
verwendet. Dazu wurden Zellkulturüberständen der mit PERV-B bzw. PERV-A/C produktiv 
infizierten humanen Nierenzelllinie 293 verwendet. Bei PERV-B handelt es sich um einen 
molekularen Klon, der von Dr. D. Onion (Glasgow, England) zur Verfügung gestellt wurde. 
PERV-A/C wurde ursprünglich aus stimulierten primären PBMC von Mikroschweinen 
isoliert (W
Zellen führte zu einer Erhöhung des viralen Titers
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viralen LTR bedingt war (Denner, et al., 2003). In den hier beschriebenen Experimenten 
wurde die 5. Passage des PERV-A/C verwendet. Die Titer der sterilfiltierten 
Zellkulturüberstände von PK15/PERV, von 293/PERV, von PERV-B und von PERV-A/C 
betrugen 1x101,3, 1x102,2, 1x101,7 und 1x104 TCID50/ml (Tissue culture infectivity dose) wie 
anen 293-Zellen bestimmt werden konnte. 
.4.4 Infektionsstudien in vitro 
93neo+, 293, LLCMK2 und EB176 fand auf zwei 
unterschiedliche Arten statt. Einerseits wurden 293neo+-Zellen für 7 Tage mit der gleichen 
zellen, mit und ohne Zugabe von 8 µg/ml Polybren (Sigma) während der 
durch Endpunkt-Titration auf hum
2.4.2 Isolierung von Viruspartikeln aus Zellkulturüberständen 
In 12 ml-Zentrifugationsröhrchen (Beckmann GmbH, München) wurden 2 ml einer 20%igen 
Saccharose Lösung vorgelegt und mit 10 ml Zellkulturüberstand PERV produzierender 293-
Zellen überschichtet. Es wurde in einen swing-out-Rotor (SW-41, Beckmann) für 3 Stunden 
bei 25000 UpM und 4°C ultrazentrifugiert (Beckmann L8-70). Anschließend wurde der 
Überstand vorsichtig abgenommen und das Viruspellet wurde zur Proteinisolierung in RIPA-
Puffer resuspendiert. 
2.4.3 Bestimmung der Reversen Transkriptase Aktivität 
Für die Bestimmung der Aktivität viraler Reverser Transkriptase, wurde der C-type-RT™ 
Activity Assay (Cavidi Tech, Uppsala, Schweden) nach den Anweisungen des Herstellers 
verwendet. 
2
Die Infektion der Zelllinien 2
Menge porziner Insel
ersten 16 Stunden, inkubiert. Polybren erleichtert das Eindringen von Viruspartikeln in die 
Zielzelle. Nach sieben Tagen Kokultivierung wurden die Zellen mit 400 µg/ml G418 
behandelt, um die porzinen Inselzellen zu entfernen. Ein bis vier Wochen nach der 
Behandlung mit G418 wurden die 293-Zellen lysiert und die DNA isoliert.  
Andererseits wurden 2x106 293-, LLCMK2- und EB176-Zellen mit je 10 ml zentrifugiertem 
(3200 x g für 10 Minuten) und sterilfiltriertem (Sterilfilter mit einem Porendurchmesser von 
0,45 µm; Schleicher & Schuell) Zellkulturüberstand PERV-produzierender Zellen versetzt. 
Nach einer Infektionszeit von mindestens einer Woche, wurden die Zellen lysiert und die 
DNA isoliert. 
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Die Infektion von murinen Zelllinien und primären Zellen erfolgte auf drei unterschiedliche 
Arten: 1. 10 ml zellfreies Virus wurden zu 5x106 Zellen in Anwesenheit von 6 bis 16 µg/ml 
Polybren (Sigma) gegeben. 2. 1x105 PERV-A/C-produzierende 293-Zellen, die sich in den 
oberen Wells einer 6-Well Transwell-Platte (Costar®, Vitaris AG, Baar) befanden, wurden 
für fünf Tage mit 1x105 unifizierten murinen Zellen, die sich in den unteren Wells der 
Transwell-Platte befanden, inkubiert. Die RT-Aktivität in den Transwell-Platten betrug 500 
l gen transfiziert durch 
irus-produzierenden Zellen zu eliminieren und am Tag 6, 10 und 15 
 Proteinase K bei 56°C für drei 
tionsstudien in vivo 
n sich in Mausmodelle und erste klinische Studien im 
Menschen unterteilen. Für die Infektion mit PERVs in vivo wurden zunächst männlichen 
ännliche SCID-Mäuse, 10 bis 12 Wochen alt und 20 bis 25 g schwer, 
ratories, Sulzfeld) zellfreie Zellkulturüberstände PERV-A/C-
 die Überstände von Zellen und Zellresten zu 
befreien, wurden sie zentrifugiert und sterilfiltriert. Die Applikation zellfreier Lösungen 
mU/m . 3. Die Mauszelllinie 3T6 wurde mit dem Neomycinresistenz
Transfektion mit dem pcDNA3.1-Vektor (Invitrogen) unter Verwendung des Transfast 
Transfektionsreagenz (Promega) und anschließender Selektion mit G418 (Gibco BRL). 1x105 
3T6-Zellen wurden dann für fünf Tage mit der gleichen Anzahl an PERV-A/C-
produzierenden 293-Zellen inkubiert, in An- bzw. Abwesenheit von 8 µg/ml Polybren 
während der ersten 16 Stunden. Alle Zellen wurden anschließend mit 400 µg/ml G418 
behandelt, um die V
wurden die Zellen gesplittet. Die Zellen wurden am Tag 20 mit
Stunden lysiert und die DNA wurde für PCR-Analysen mit Hilfe des QIAgen Blood Mini 
Kits isoliert. 
2.4.5 Infek
Die in vivo Untersuchungen lasse
BALB/c-Mäusen Barium-Alginat-verkapselte porzine Inselzellen (Gaumann, et al., 2000) in 
die Peritonealhöhle injiziert. Die Mäuse wurden 14 Tage vor der Applikation der Inselzellen 
mit drei verschiedenen Immunsuppressiva (Zenapax, ProGraf und Rapamune) nach dem 
sogenannten Edmonton Protokoll (Shapiro, et al., 2000) behandelt. Die Behandlung mit den  
Immunsuppressiva wurde noch 14 Tage nach der Injektion der verkapselten Inselzellen 
fortgeführt. Nach circa 10 Monaten wurden die Inselzellen wieder entfernt und den Mäusen 
wurde Blut zur Serumgewinnung entnommen. Um Effekte der Immunsuppressiva 
unterscheiden zu können, wurde eine Kontrollgruppe mitgeführt, die keine Immunsuppression 
erhielt. 
In einem weiteren In vivo-Infektionsmodell wurden SCID-Mäusen (severe combined 
immunodeficiency; m
Charles River Labo
produzierender 293-Zellen appliziert. Um
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verhindert auftretende Komplikationen durch Mikrochimärismus. Den SCID-Mäusen wurden 
je 1 ml zellfreier Zellkulturüberstand intra peritonial, intra muskulär und subcutan appliziert. 
Nach circa 3 Wochen wurden den Mäusen die Leber, die Milz und die Nieren entnommmen 
und die DNA aus den Organen isoliert. Um mögliche Effekte, die durch das 
Zellkulturmedium ausgelöst wurden unterscheiden zu können, wurde einer Kontrollgruppe 
nur Zellkulturmedium verabreicht. 
2.4.6 Klinische Studien 
Bei den klinischen Studien handelte es sich zunächst um acht Patienten, die mit einem 
extrakorporalen Leberunterstützungssystem behandelt wurden, bevor sie ein humanes 
Lebertransplantat erhielten (Irgang, et al., 2003; Sauer, et al., 2003). Das 
Leberunterstützungssystem war mit porzinen Hepatozyten bestückt, die sich in einem speziell 
entwickelten Bioreaktor (Abb. 6 (Gerlach, 1997)) befanden. Die für den Bioreaktor 
verwendeten Hohlfasern bildeten ein dreidimensionales Netzwerk, in dessen Hohlräume 1,8 x 
1010 bis 4,4 x 1010 porzine Hepatozyten in Kokultur mit nicht-parenchymalen Zellen 
kokultiviert wurden. Die Hepatozyten stammten von spezifizierten pathogen-freien 
Schweinen der Deutschen Landrasse. Die Tiere waren frei von Zoonosen-verursachenden 
ologie gezeigt werden konnte. Die Hepatozyten wurden 
 Vene erreicht. Um die Koagulation zu verhindern, wurde eine kontinuierliche 
Mikroorganismen, wie durch Ser
durch eine Leberperfusion mit Collagenase in fünf Schritten erhalten (Gerlach, et al., 1994). 
Die Zugabe von tierischer Biomatrix und FKS wurde vermieden. Die Viabilität der in den 
Bioreaktor verbrachten Hepatozyten wurde durch das Trypanblau-Ausschluss Verfahren 
bestimmt und variierte zwischen 91 und 98%. Während der Ruhephase von 1 bis 14 Tagen 
vor der therapeutischen Anwendung, wurden die Bioreaktoren täglich auf 
Stoffwechselaktivität hin überprüft. Das Leberunterstützungssystem bestand aus einem 
Blutkreislauf mit einer kontinuierlichen Plasmaseparationseinheit (CRRT, B. Braun, 
Melsung) und einem zweiten Kreislauf zur Plasmaperfusion der Bioreaktoren (Hybrid Organ, 
Berlin). Der venöse Zugang wurde durch die Verwendung eines doppelwandigen 
Dialysekatheters (Arrow International, Reading, PA, USA) in die interne juguläre oder 
femorale
Infusion von Heparin durchgeführt. Das behandelte Plasma wurde mit der Blutzellfraktion 
wieder vereinigt und in den Patienten zurückgeleitet. 
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Abbildung 6: Verwendetes Leberunterstützungssystem (Gerlach, 1997). A) Design des 
mit porzinen Hepatozyten bestückten Bioreaktors. B) Schema der Perfusion des Bioreaktors 
mit dem Serum des Patienten. 
 
Acht Patienten mit akutem oder akutem bis chronischem Leberversagen, die für eine 
Lebertransplantation mit hoher Dringlichkeit vorgesehen waren, wurden in die Studie 
aufgenommen. Das Alter der Patienten lag zwischen 26 und 58 Jahren. Die Therapie wurde 
initiiert, um eine weitere Verschlechterung der klinischen Konditionen der Patienten, auf 
Grund des Mangels eines passenden Spenderorgans, zu vermeiden und endete, sobald ein 
passendes Organ für die Transplantation zur Verfügung stand. Die Erlaubnis für die Therapie 
wurde von den relevanten öffentlichen Authoritäten und ethischen Kommissionen eingeholt. 
Alle Patienten wurden in einer ausgewiesenen Intensivstation für Transplantationen 
behandelt. Sofort nach der Aufnahme ins Krankenhaus wurden die Patienten für eine 
Lebertransplantation mit hoher Dringlichkeit eingestuft und für eine Transplantation bei 
EUROTRANSPLANT (Leiden, Niederlande) registriert. Alle Behandlungen wurden in voller 
Übereinstimmung mit der Helsinki-Erklärung von 1975 durchgeführt. Die Dauer der 
Behandlung lag zwischen 8 und 46 Stunden. Serumproben der Patienten wurden vor der 
Bioreaktorbehandlung und vor der Lebertransplantation entnommen. Von sieben der acht 
Patienten wurden zusätzlich ein halbes, ein und drei bis fünf Jahre nach der Behandlung 
Serumproben entnommen. Ein Patient verweigerte die Teilnahme an serologischen 
Untersuchungen. 
A) B) 
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In einer weiteren retrospektiven klinischen Studie (Diatranz, Auckland, Neuseeland), wurden 
 
atienten wurden bis zu neun Jahre lang regelmäßig auf pathogene Veränderungen 
ntersucht. Von 14 Patienten wurde das Serum vor der Transplantation und zu bestimmten 
18 Typ I Diabetes Patienten porzine Inselzellen auf drei unterschiedliche Arten transplantiert: 
Erstens, als verkapselte Inselzellen; zweitens, als ein Gemisch aus Sertoli- und Inselzellen in 
einem speziell entworfenen Behältnis und drittens, als freie Inselzellen. Die porzinen 
Inselzellen wurden aus den Schweinerassen Large White und Camrough isoliert. Diese 
Schweine wurden intensiv auf konventionelle Mikroorganismen und Viren, die relevant für 
die Xenotransplantation sind (PLHV, PCMV und PCV), untersucht. Alle Patienten erhielten
circa 10000 Inselzelläquivalente pro Kilogramm Körpergewicht. Die Sertoli-
Inselzellstrukturen bestanden aus 20 bis 100 Sertolizellen pro Inselzelläquivalent. Die 
P
u
Zeitpunkten nach der Transplantation für die PERV-Serologie entnommen. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 44
3. Ergebnisse 
3. Ergebnisse 
3.1 Keine Übertragung von PERV auf humane Zellen nach Kokultivierung 
mit porzinen Inselzellen der Deutschen Landrasse 
Um die Freisetzung von PERV aus porzinen Inselzellen, die potentiell für die Behandlung 
von Diabetes mellitus verwendet werden würden, zu evaluieren, wurden Inselzellen von 
Schweinen der Deutschen Landrasse zusammen mit 293neo+-Zellen für 7 Tage kokultiviert. 
Während dieses Zeitraums waren die Inselzellen lebendig, wie mittels eines Trypanblau-
Ausschluss Tests gezeigt werden konnte, und produzierten Insulin, das mittels eines Insulin-
ELISA nachgewiesen wurde (Abb. 7). Die Inselzellen in den ersten beiden Experimenten 
produzierten hohe Mengen an Insulin, während die Zellen aus der dritten Isolierung weniger 
Insulin freisetzten. Ein bis vier Wochen nach der Behandlung der Zellen mit G418, wurde die 
neo+-Zellen mit Hilfe von PERV-spezifischen Primern in der PCR auf eine 
tegration von PERV-Proviren untersucht. Durch die Verwendung Neomycin-resistenter 
93neo+-Zellen und der anschließenden Selektion mit G418 wurden die porzinen Inselzellen 
liminiert und ein Mikrochimärismus wurde verhindert. In drei unabhängigen Experimenten 
it verschiedenen Inselzellisolaten aus Schweinen der Deutschen Landrasse, die von 
nterschiedlichen Schlachthäusern und Farmen aus Schleswig-Holstein stammten,  konnten 
ei der Analyse der 293neo+-Zellen keine Sequenzen von PERV-envA oder -envB amplifiziert 
und der Verwendung von Polybren zur Erhöhung 
er Infektion der Zielzellen. Zusätzlich konnten auch bei einer PCR mit PERV-gag und 
ERV-pol Primern keine proviralen Sequenzen von PERV amplifiziert werden (Daten nicht 
PK15-Zellen PERV-spezifische gag-, pol-, envA- und 
nvB-Sequenzen amplifiziert werden konnten. Des Weiteren war in der isolierten 293neo+-
NA keine DNA porziner Inselzellen mehr vorhanden, wie durch die Abwesenheit von 
orzinen mitochondrialen COII-Amplifikationsprodukten (Untereinheit II der 
ytochromoxidase) bestätigt werden konnte. Die Abwesenheit von Kontaminationen wurde 
urch die Verwendung von unbehandelten 293neo+-Zellen und Wasser überprüft. Diese 
rgebnisse zeigten keine Virusfreisetzung aus Inselzellen von Schweinen der Deutschen 
nuierlich Insulin produzierten. 
DNA der 293
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2
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b
werden (Abb. 8), trotz der Kokultivierung 
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Abbildung 7: Insulinfreisetzung der porzinen Inselzellen in den ersten 7 Tagen. Die 
Insulinkonzentration ist in Mikroinsulineinheiten pro Milliliter (µIU/ml) angegeben. Die 
internen Kontrollen einer geringen und einer hohen Insulinfreisetzung hatten Werte von 22,9 
± 1,9 µIU/ml und 122,4 ± 22,6 µIU/ml (19,4 ± 3,9 und 87 ± 17 µIU/ml nach den Angaben des 
Herstellers). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 8: Keine Infektion mit PERV von 293neo+-Zellen kokultiviert mit porzinen 
Inselzellen von Schweinen der Deutschen Landrasse. Der 100 Bp (Basenpaar) Marker 
zeigt DNA-Fragmente mit Längen zwischen 100 und 2000 Basenpaa
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3.2 Keine Infektion von BALB/c-Mäusen mit PERV nach Transplantation 
verkapselter Inselzellen der Deutschen Landrasse  
Trotz der Abwesenheit einer In vitro-Infektion humaner Zellen mit PERV aus Inselzellen der 
Deutschen Landrasse, wurden weitere Versuche zur Evaluierung der PERV-Freisetzung 
durchgeführt. Dazu wurden BALB/c-Mäuse verwendet. Die Verwendung eines In vivo-
Xenotransplantationsmodells hat den Vorteil, eine größere Auswahl an potentiellen PERV-
suszeptiblen Zellen und Geweben erreichen zu können. Zum Schutz der Inselzellen der 
Deutschen Landrasseschweine vor den Immunreaktionen der Mäuse, wurden den Mäusen 
Barium-Alginat-verkapselte Inselzellen appliziert. Die Verwendung von Immunsuppressiva 
14 Tage vor bzw. nach der Transplantation diente ebenfalls zum Schutz der Inselzellen. 
Mittels Western Blot und spezifischen Antiseren gegen Hüll- und Capsidproteine von PERV 
konnten keine PERV-spezifischen Antikörper in männlichen BALB/c-Mäusen, denen für 
zehn Monate porzine Inselzell-Transplantate appliziert wurden, detektiert werden (Abb. 9). 
Die Qualität des Western Blots wurde durch die Verwendung tierischer Kontrollseren gegen 
2
on FLV evaluiert. Alle Kontrollseren zeigten positive Reaktionen, die das Vorhandensein 
es korrespondierenden Antigens bestätigten. Die Reaktionen der Kontrollseren gegen gp70 
nd p15Env waren schwächer als die gegen p27Gag, da in der Viruspräparation weniger Env-
roteine vorlagen. Die in den Seren zweier Tiere der gemischten Gruppe IV nachgewiesenen 
ntikörper (Abb. 9) entsprachen nicht den Molekülgrößen PERV-spezifischer viraler 
roteine, waren aber auch nicht gegen porzine Proteine gerichtet, wie durch einen Western 
lot mit Proteinlysaten von porzinen Inselzellen als Antigen bestätigt werden konnte (Daten 
icht gezeigt). Also waren es mit humanen Proteinen kreuzreagierende Antikörper, da das im 
estern Blot eingesetzte PERV auf 293-Zellen gezüchtet wurde. Hier konnte gezeigt werden, 
ass Barium-Alginat-verkapselte porzine Inselzellen keine PERV-Infektion in 
munsupprimierten BALB/c-Mäusen etablierten, während in einem Modellversuch mit 
arium-Alginat-verkapselten PERV-produzierenden Zellen das Virus die Kapseln passieren 
onnte (Daten nicht gezeigt). 
 
p 7Gag, rekombinantes p15Env von PERV und einem kreuzreagierenden Serum gegen gp70 
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mplifikation von porzinen COII-
K15-Zellen 
it von zellulärer DNA wurde durch Weglassen der Reversen 
plifikationsprodukte bestätigt. Wie erwartet, wurden PERV-
on Inselzellen der Deutschen Landrasse durch PCR-Analyse unter 
gag, pol und envA Primern detektiert (Abb. 10B). Hier wurde gezeigt, dass 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 9: Western Blot mit Seren von BALB/c-Mäusen, die Transplantate von 
verkapselten porzinen Inselzellen enthielten. Der verwendete Western Blot beruhte auf 
einem viralen Proteinlysat des gesamten PERV als Antigen. Die Kontrollgruppe (Gruppe II) 
wurde nicht mit Immunsuppressiva behandelt. Der gemischten Gruppe (Gruppe IV) wurden 
alle drei Immunsuppressiva verabreicht: Zenapax, humanisierter IL-2Rα-Antikörper; ProGraf, 
Lacton aus Streptomyces tsukubaensis; Rapamune, Antibiotika aus S. Hygroscopicus. Die 
angegebenen Molekülgrößen entsprechen denen des Seeblue® Plus2-Markers (Invitrogen). 
  
 
3.3 Analyse der Expression PERV-spezifischer mRNA und Proteine in 
Inselzellen der Deutschen Landrasse 
Da weder bei der Kokultivierung von 293neo+-Zellen mit Inselzellen der Deutschen Landrasse 
noch bei der Transplantation der Inselzellen in BALB/c-Mäuse eine Freisetzung von 
infektiösem Virus beobachtet wurde, wurde die Expression von PERV-spezifischer mRNA in 
den Inselzellen untersucht. Mit Hilfe der RT-PCR und spezifischen Primern für gag, pol und 
envA konnte keine PERV-spezifische mRNA in den Inselzellen der Deutschen Landrasse 
detektiert werden (Abb. 10A). Wurde dagegen RNA von der porzinen Nierenzelllinie PK15 
als Positivkontrolle verwendet, konnten distinkte und spezifische Amplifikationsprodukte für 
gag, pol und envA beobachtet werden. Durch die A
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in Inselzellen aus drei verschiedenen Schweinen der Deutschen Landrasse keine virale mRNA 
n 
r Deutschen Landrasse. A) RT-PCR mit RNA von Insel- und PK15-Zellen unter 
erwendung von gag, pol und envA Primern. Eins der drei Inselzellisolate ist dargestellt. B) 
PCR mit DNA aus Insel- und PK15-Zellen. Es sind zwei der drei Inselzellisolate dargestellt. 
 
 
vorhanden war, trotz der Tatsache, dass Proviren präsent waren. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 10: Analyse der Expression von PERV-spezifischen Sequenzen in Inselzelle
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Um die Ergebnisse aus den RT-PCR Experimenten zu bestätigen und unter Berücksichtigung 
der Möglichkeit, dass trotz der Abwesenheit von detektierbarer mRNA PERV-spezifische 
Proteine in den Inselzellen exprimiert werden könnten, wurde eine Analyse mittels 
Durchflusszytometrie durchgeführt (Abb. 11). Es konnten keine PERV-spezifischen Hüll- 
oder Capsidproteine (Env oder Gag) in permeabilisierten Inselzellen und uninfizierten 293-
Zellen unter Verwendung von spezifischen Antiseren detektiert werden. Im Gegensatz dazu 
zeigten PERV-A/C-produzierende 293-Zellen starke Fluoreszenzsignale. 
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Abbildung 11: Proteinexpression von Inselzellen der Deutschen Landrasse in vitro. Bei 
efern. Daher wurden schon zahlreiche Versuche unternommen, Primaten in vitro mit PERV 
u infizieren (Blusch, et al., 2000; Martin, et al., 1998a; Specke, et al., 2001b). In diesen 
 dass sich primäre Zellen und Zelllinien einiger nicht-
umaner Primaten mit PERV infizieren ließen. In ersten in vivo Versuchen unserer und 
nderer Arbeitsgruppen konnte keine Übertragung von PERV nach Applikation hoher Dosen 
 immunsupprimierte Rhesusaffen, Paviane und Schweinsaffen beobachtet werden (Denner, 
 Specke, et al., 2002b). PERV wurde deshalb auf Zellen von 
den jeweiligen Isotyp-Kontrollen handelt es sich um Ziegenseren, die vor der 
Immmunisierung mit rp15Env bzw. rp27Gag entnommen wurden. 
 
3.4 Untersuchung der Infektion von Zelllinien nicht-humaner Primaten mit 
PERV 
Auf Grund der phylogenetischen Nähe nicht-humaner Primaten zum Menschen, könnte die 
Infektion von Primaten mit PERV zahlreiche Erkenntnisse zur Pathogenität von PERV 
li
z
Versuchen konnte gezeigt werden,
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Rhesusaffen und Schimpansen passagiert, um für spätere Versuche ein auf Affenzellen 
adaptiertes Virus zu gewinnen. 
In der DNA von Zellen der Rhesusaffen-Nierenzelllinie LLCMK2, die mit zellfreiem PERV-
/C- oder PERV-B inkubiert wurden, ließen sich zwei bis drei Wochen nach der Inkubation 
ERV-spezifische provirale Sequenzen (Abb. 12A) nachweisen. Die Infektion von LLCMK2-
ellen mit PERV-A/C war mit oder ohne Polybren erfolgreich (Abb. 12A), wie durch die 
mplifikation von PERV-pol und PERV-envA Sequenzen erkennbar war. Bei der 
erwendung von envA-spezifischen Primern wurden in den LLCMK2-Zellen zusätzlich 
elluläre Sequenzen amplifiziert, die möglicherweise verwandte endogene Retroviren 
arstellen. Bei der Infektion von LLCMK2-Zellen mit PERV-B ohne Zugabe von Polybren, 
aren sowohl pol-spezifische als auch envB-spezifische Sequenzen amplifizierbar, während 
ei den Zellen, die mit Polybren behandelt wurden, nur envB-spezifische Sequenzen 
etektierbar waren. Des Weiteren ließ sich drei Wochen nach der Inkubation mit PERV-B 
aum noch envB-spezifische DNA amplifizieren. Schließlich waren die pol-spezifischen 
mplifikationsprodukte der PERV-A/C bzw. PERV-B infizierten LLCMK2-Zellen 
chwächer als die von 293/PERV-A/C- und 293/PERV-B-Zellen, die als Positivkontrollen 
ienten (Abb. 12A). Die Verwendung gleicher Mengen an LLCMK2-DNA konnte durch die 
mplifikation von β-Actin Sequenzen bestätigt werden. 
ei der lymphoiden Schimpansenzelllinie EB176 ließen sich eine Woche nach der Inkubation 
2B). Auch hier hatte Poybren keinen Einfluss auf die Effektivität der Infektion. Die 
Verwendung von envA-spezifischen Primern führte ebenfalls zur Amplifikation zusätzlicher 
Verwendung der PERV-pol Primer zu den PERV-envB Primern von 1:103 zu 1:104, ließen 
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mit PERV-A/C in der DNA der EB176-Zellen Proviren nachweisen, wie durch die 
Amplifikation von pol- und envA-spezifischen Sequenzen bestätigt werden konnte (Abb 
1
zellulärer Sequenzen. Auf Grund der unterschiedlichen Sensitivität der PCR bei der 
sich nach der Inkubation von EB176-Zellen mit PERV-B zunächst nur envB-spezifische 
Sequenzen detektieren, während pol-spezifische Sequenzen kaum amplifiziert wurden. Zwei 
Wochen nach der Infektion unter Verwendung von Polybren, konnten schließlich auch pol-
spezifische Sequenzen amplifiziert werden. Allerdings waren die pol und envB-spezifischen 
Amplifikationsprodukte wiederum schwächer als die von 293/PERV-B-Zellen. 
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nd mittels PCR auf das Vorhandensein von proviralen Sequenzen überprüft. B) PCR mit der 
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Die Verwendung gleicher Mengen an EB176-DNA wurde durch die Amplifikation von β-
Actin
hesusaffen und Schimpansen mit verschiedenen PERV-Subtypen gezeigt werden. 
.5 Etablierung einer Methode zur Detektion von gespleißter und 
ungespleißter PERV-spezifischer mRNA 
ach der Integration des Provirus ins Wirtsgenom ist ein weiterer wichtiger Schritt zur 
ollendung des Replikationszyklus, die Expression der Volllängen und der gespleißten 
iralen mRNA. Zusätzlich gibt die Expression von gespleißter und ungespleißter viraler 
RNA erste Hinweise darauf, ob virale Proteine synthetisiert werden und ob letztendlich 
iruspartikel freigesetzt werden können. Aus diesen Gründen wurde eine Methode 
ntwickelt, die es erlaubte, zwischen ungespleißter und gespleißter viraler mRNA 
nterscheiden zu können. Dazu wurden für die Detektion der Volllängen-mRNA von PERV 
rimer entwickelt, die links und rechts von der Spleißdonorstelle lagen (Abb. 13A). Für die 
etektion gespleißter viraler mRNA wurden Primer entwickelt, die links von der 
ple
pezifität der entwickelten Primer zu überprüfen, wurde die RNA von 293/PERV-A/C-, von 
K15- und von 293-Zellen in einer RT-PCR eingesetzt (Abb. 13B). Die Primer zur 
mplifikation der Volllängen-mRNA von PERV zeigten Amplifikationsprodukte von circa 
20 Bp-Länge bei 293/PERV-A/C- und PK15-Zellen. Das Amplifikationsprodukt der 
espleißten mRNA von 293/PERV-A/C hatte eine Länge von circa 470 Bp, während die RT-
CR mit PK15-RNA Amplifikationsprodukte von circa 380 und 480 Bp-Länge zeigte. Die 
nterschiedlichen Produktlängen entstanden durch Sequenzunterschiede der drei Subtypen 
ERV-A, PERV-B und PERV-C. PERV-A und PERV-B wurden von den PK15-Zellen 
roduziert. PERV-A/C besteht überwiegend aus PERV-C und wurde von den 293/PERV-
/C-Zellen freigesetzt. Die Spezifität der verwendeten Primer wurde durch das Fehlen von 
mplifikationsprodukten in der RNA nicht infizierter 293-Zellen bestätigt. Die Qualität der 
T-PCR wurde durch fehlende Amplifikationsprodukte in einer Wasserprobe bestätigt. Der 
uftrag gleicher Mengen an RNA wurde durch Amplifikation mit β-Actin Primern bestätigt. 
urch fehlende Amplifikationsprodukte ohne Reverse Transkriptase wurde die Abwesenheit 
ur Amplifikation gespleißter mRNA die Subtypen PERV-A, PERV-
 Sequenzen bestätigt. In diesen Versuchen konnte die Infektion von Zelllinien von 
R
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S ißdonorstelle und rechts von der Spleißakzeptorstelle lagen (Abb. 13A). Um die 
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zellulärer DNA bestätigt. Mit dieser Methode wurde zum ersten Mal die Amplifikation 
ungespleißter und gespleißter mRNA von PERV gezeigt. Des Weiteren ließen sich unter 
Verwendung der Primer z
B und PERV-C voneinander unterscheiden. 
 53
3. Ergebnisse 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 13: Entwicklung einer Methode zur Unterscheidung von ungespleißter und
gespleißter mRNA von PERV. A) Lage der ausgewählten Primer im Provirus. SD, 
Spleißdonor; SA, Spleißakzeptor. B) RT-PCR mit RNA von 293/PERV-A/C-, PK15- und 
293-Zellen. Die Amplifikationsprodukte der Volllängen-mRNA von 293/PERV-A/C und 
PK15 sind 220 Bp lang. Die Amplifikationsprodukte der gespleißten mRNA von 293/PERV-
A/C und PK15 sind 470 bzw. 380 und 480 Bp lang. Die Amplifikation mit β-Actin Primern 
diente der Kontrolle gleicher Mengen an RNA. Die Amplifikation ohne Reverse 
Transkriptase (-RT) diente zur Kontrolle der Abwesenheit zellulärer DNA. 
 
 
 
 
 
 
 
U3 U5R
gag pol env
MA CA NC PR RT
Ψ
U3 U5RIN SU TM
SD SA
Volllängen mRNA
A) Lokalisation der Primer
Gespleißte mRNA
10
0
B
p
M
ar
ke
r
W
as
se
r
W
as
se
r
29
3/
PE
R
V
-A
/C
29
3
PK
15
29
3/
PE
R
V
-A
/C
29
3
PK
15
W
as
se
r
29
3/
PE
R
V
-A
/C
29
3
PK
15
W
as
se
r
29
3/
PE
R
V
-A
/C
29
3
PK
15
Volllängen-
mRNA
Gespleißte
mRNA
β-Actin β-Actin
-RT
B) RT-PCR
10
0
B
p
M
ar
ke
r
W
as
se
r
W
as
se
r
29
3/
PE
R
V
-A
/C
29
3
PK
15
29
3/
PE
R
V
-A
/C
29
3
PK
15
W
as
se
r
29
3/
PE
R
V
-A
/C
29
3
PK
15
W
as
se
r
29
3/
PE
R
V
-A
/C
29
3
PK
15
 54
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3.6 Analyse der Expression ungespleißter und gespleißter mRNA von 
 nächsten Schritt die Expression von ungespleißter und gespleißter viraler mRNA in 
 damit erste Hinweise auf die Synthese viraler Proteine zu 
ittels RT-PCR und der von uns entwickelten Methode zur 
und gespleißter mRNA zum ersten Mal die Expression der 
mRNA in den Zellen der Rhesusaffen- und Schimpansenzelllinien (LLCMK2 und 
ochen nach der Infektion von LLCMK2-Zellen (Abb. 14A) und bis zu 
ochen nach der Infektion von EB176-Zellen (Abb. 14B) detektiert werden. Zusätzlich 
wei Wochen nach der Infektion von LLCMK2-
oche nach der Infektion von EB176-Zellen detektiert (Abb. 14A und B). 
plifikationprodukte der gespleißten PERV-A/C-mRNA begann in der 2. 
llen (Abb. 14A), während die der 
plifikationprodukte der gespleißten PERV-A/C-mRNA in den EB176-Zellen bereits in der 
oche nach der Infektion nachgewiesen wurden (Abb. 14B). Die Amplifikationsprodukte 
ießend bis zu sieben Wochen nach der 
Zellen und bis zu acht Wochen nach der Infektion von EB176-Zellen 
ERV-B sowohl in 
K2-Zellen als auch in den EB176-Zellen nicht mehr detektierbar (Abb. 14A und 
m gleichen Zeitpunkt waren auch keine proviralen PERV-B-Sequenzen in der DNA der 
eisbar. Zu keinem Zeitpunkt nach der Infektion der beiden Zelllinien 
it PERV-B konnte gespleißte PERV-B-mRNA detektiert werden. Die Amplifikation mit β-
ern bestätigte die Verwendung gleicher Mengen an RNA. Die Abwesenheit von 
plifikationsprodukte ohne Reverse Transkriptase 
m ersten Mal die Expression der Volllängen- und gespleißten mRNA 
von PERV-A/C in Rhesusaffen- und Schimpansenzelllinien über den gesamten Zeitraum des 
PERV in infizierten Zelllinien nicht-humaner Primaten 
Nach der erfolgreichen Infektion von Rhesus
sollte im
affen- und Schimpansenzelllinien mit PERV 
den Zellen analysiert werden, um
erhalten. Dafür wurde m
Unterscheidung von ungespleißter 
PERV-
EB176) über mehrere Wochen hinweg untersucht. Die Volllängen-mRNA von PERV-A/C 
konnte bis zu sieben W
acht W
wurde die gespleißte mRNA von PERV-A/C z
Zellen und eine W
Die Detektion der Am
Woche nach Infektion der LLCMK2-Ze
Am
1. W
der gespleißten PERV-A/C-mRNA waren anschl
Infektion von LLCMK2-
nachweisbar (Abb. 14A und B).  
Die Volllängen-mRNA von PERV-B war zwei bis vier Wochen nach der Infektion von 
LLCMK2-Zellen (Abb. 14A) und zwei bis drei Wochen nach der Infektion von EB176-Zellen 
(Abb. 14B) nachweisbar. Die Amplifikationprodukte der Volllängen-mRNA von PERV-B 
waren fünf Wochen nach der Infektion der LLCMK2-Zellen kaum noch nachweisbar (Abb. 
14A). In der 6. Woche nach der Infektion war die Volllängen-mRNA von P
den LLCM
B). Zu
infizierten Zellen nachw
m
Actin Prim
zellulärer DNA wurde durch fehlende Am
bestätigt. Hier wurde zu
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Experiments gezeigt. Die Expression der Volllängen-mRNA von PERV-B verschwand 
egen nach wenigen Wochen, korrespondierend zum Verlust des PERVdag -B Provirus. 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 14: Expression ungespleißter und gespleißter PERV-spezifischer mRNA in 
PERV-infizierten Zelllinien nicht-humaner Primaten. A) RT-PCR mit RNA von PERV-
infizierten LLCMK2-Zellen. B) RT-PCR mit RNA von EB176-Zellen. RNA von 293/PERV-
A/C-Zellen diente als Positivkontrolle. Der 1 Kb+-Marker zeigte DNA-Fragmente zwischen 
100 und 500 Bp-Länge. 
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3.7 Analyse der Replikationsfähigkeit des an Affenzellen adaptierten 
PERV-A/C 
Die Expression der Volllängen-m
LLCMK2- und EB176-Zellen deutete 
RNA und der gespleißten mRNA von PERV-A/C in den 
auf die Synthese viraler Proteine und die Freisetzung 
von Viruspartikeln hin. Um das zu untersuchen und um zu klären, ob diese Viren in der Lage 
ane und nicht-humane Zellen zu infizieren, wurden zellfreie Zellkulturüberstände 
Zellen mehrfach über einen Zeitraum 
 bzw. EB176-Zellen und humane 293-Zellen 
n PERV-spezifischen Primern pol und envA konnte eine 
rtem PERV-A/C (LLCMK2/PERV-A/C) zu 
fektion beobachtet werden (Abb. 15A). Auf 
ität der PCR bei der Verwendung von pol Primern zu 
A Primern von 1:103 zu 1:104 wurden in den LLCMK2- und 293-Zellen nur provirale 
A Sequenzen detektiert. Diese waren jedoch schwächer als die envA Sequenzen der als 
oche über einen Zeitraum von neun Wochen waren in den 
pol Sequenzen nachweisbar. Allerdings konnten nach zehn Wochen weder pol 
envA Sequenzen in den 293-Zellen beobachtet werden. Die Amplifikation von β-Actin 
endung gleicher Mengen an DNA. 
überständen von EB176-adaptiertem PERV-A/C 
en EB176-Zellen, im Vergleich zu den Positivkontrollen 
 EB176/PERV-A/C-produzierenden Zellen) schwache pol und envA 
plifikationprodukte detektiert werden (Abb. 15B). Diese blieben bis zur zehnten Woche 
rständen über einen Zeitraum von ein bis drei 
llen schwache provirale pol und envA Amplifikationprodukte 
be von Virusüberständen zu den 293-Zellen waren 
engen an DNA wurde durch die Amplifikation mit β-Actin Primern 
 Experiment konnte gezeigt werden, dass PERV-A/C von LLCMK2-
176-Zellen unbehandelte LLCMK2- bzw. EB176-Zellen und 
PERV-suszeptible humane 293-Zellen in vitro infizierten. Aber die Anzahl der freigesetzten 
sind, hum
von PERV-A/C-produzierenden LLCMK2- und EB176-
von zehn Wochen auf uninfizierte LLCMK2-
gegeben. Mit Hilfe der PCR und de
Woche nach der Zugabe von LLCMK2-adaptie
uninfizierten LLCMK2- und 293-Zellen eine In
Grund der unterschiedlichen Sensitiv
env
env
Positivkontrolle dienenden LLCMK2/PERV-A/C-Zellen. Nach einer Zugabe von zellfreien 
Virusüberständen zweimal pro W
293-Zellen 
noch 
Sequenzen bestätigte die Verw
Nach einer dreiwöchigen Zugabe von Virus
(EB176/PERV-A/C) konnten in d
(DNA aus
Am
nachweisbar. Nach einer Zugabe von Virusübe
Wochen konnten in 293-Ze
detektiert werden. Nach vierwöchiger Zuga
starke, distinkte pol und envA Sequenzen nachweisbar, die bis zu zehn Wochen lang 
detektierbar blieben. Die Schwankungen des Nachweises der pol und envA Sequenzen konnte 
wiederum auf die unterschiedliche Sensitivität der PCR zurückgeführt werden. Die 
Verwendung gleicher M
bestätigt. In diesem
Zellen und PERV-A/C von EB
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adaptierten PERV-A/C-Partikel nach der ersten Passage auf LLCMK2- bzw. auf EB176-
Zellen schien relativ gering zu sein. 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 15: Infektion von humanen und nicht-humanen Zellen mit PERV-A/C, das 
an Affenzellen adaptiert war. A) PCR mit DNA aus LLCMK2- und 293-Zellen nach 10-
wöchiger Zugabe von PERV-A/C von LLCMK2-Zellen. B) PCR mit DNA aus EB176- und 
293-Zellen nach Zugabe von PERV-A/C von EB176-Zellen. 
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3.8 Keine Übertragung von PERV auf murine Zellen in vitro 
Neben den Versuchen, ein In vivo-Infektionsmodell zur Pathogenität von PERV in nicht-
umanen Primaten zu etablieren, wurden Versuche unternommen, solch ein Modell auch in 
eng, et al., 2000; van der Laan, et al., 2000) und Nacktmäuse (Clemenceau, et al., 2002), 
enen porzine Inselzellen transplantiert wurden, beschrieben. Da aber Mikrochimärismus in 
iesen Mausexperimenten nicht ausgeschlossen werden konnte und da kürzlich gezeigt 
urde, dass Mäuse keinen Rezeptor für PERV-A haben (Ericsson, et al., 2003), wurden hier 
fektionsversuche durchgeführt, bei denen der Mikrochimärismus vermieden werden sollte. 
unächst wurden verschiedene Mauszelllinien (3T3, 3T6 und CTLL-2) mit 
ellkulturüberständen PERV-produzierender Zellen behandelt. Diese Überstände stammten: 
. Von der porzinen Nierenzelllinie PK15, die PERV-A und PERV-B produzierte 
K15/PERV), 2. von der humanen embryonalen Nierenzelllinie 293, die ebenfalls PERV-A 
nd PERV-B produzierte (293/PERV), 3. von PERV-A/C-produzierenden 293-Zellen und 4. 
everse Transkriptase-Aktivität nach der Behandlung mit den verschiedenen PERV-
berständen, obwohl uninfizierte 293-Zellen, die parallel mit den gleichen Überständen unter 
entischen Bedingungen inkubiert wurden, produktiv mit PERV-A, PERV-B und PERV-A/C 
fiziert wurden. Wenn andererseits primäre Zellen von BALB/c- und NMRI-Mäusen mit den 
erschiedenen Viruspräparationen inkubiert wurden, konnte eine schwache RT-Aktivität in 
en Zellkulturüberständen der Nierenzellen von NMRI-Mäusen (Abb. 16A) und eine starke 
T-Aktivität in den Überständen embryonaler Zellen von BALB/c-Mäusen beobachtet 
erden (Abb. 16B). Da jedoch in den Überständen der Kontrollzellen, die nicht mit PERV 
kubiert wurden, ebenfalls RT-Aktivität detektiert wurde, handelte es sich möglicherweise 
m murine endogene Retroviren, die von den kultivierten Mauszellen freigesetzt wurden. 
bwohl keine der mit PERV inkubierten murinen Zellkulturen eine produktive Infektion 
eigte, wurden die Zellen auf potentiell nicht-produktive Infektion (provirale Integration) 
nnahme, dass die in den Überständen der murinen primären Nieren- und Embryozellen 
etektierten RT-Aktivitäten auf die Freisetzung von murinen endogenen Retroviren zurück zu 
h
Kleintieren zu entwickeln. Allerdings blieben diese Versuche bisher ohne Erfolg (Specke, et 
al., 2001b; Specke, et al., 2002a). Eine Infektion mit PERV wurde jedoch für SCID-Mäuse 
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w
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von PERV-B-produzierenden 293-Zellen. Keine der Mauszelllinien zeigte eine detektierbare 
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durch PCR-Analyse von genomischer DNA mit PERV-spezifischen Primern untersucht. In 
keiner der murinen Zelllinien und primären Zellkulturen konnte provirale DNA mit Primern 
spezifisch für pol, envA und envB detektiert werden. Diese Ergebnisse unterstützen die 
A
d
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führen sind. Schließlich wurde unter Verwendung von spezifischen Primern für p15Env vom 
MoMLV (Moloney murine leukaemia virus), genomische RNA des MoMLV in den 
Überständen beider muriner primärer Zellkulturen detektier, unabhängig davon, ob die 
Zellkulturen mit PERV behandelt wurden oder nicht (Daten nicht gezeigt). 
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B) Primäre Embryonalzellen von BALB/c-Mäusen
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Abbildung 16: Reverse Transkriptase Aktivität in Zellkulturüberständen von primären 
murinen Zellen. A) RT-Aktivität in Überständen von Nierenzellen aus NMRI-Mäusen 
kultiviert in Abwesenheit oder Anwesenheit von PERV produziert von porzinen PK15-Zellen. 
B) RT-Aktivität in Überständen von embryonalen Zellen aus BALB/c-Mäusen kultiviert in 
Abwesenheit oder Anwesenheit von PERV produziert von infizierten 293-Zellen. In beiden 
Fällen wurden frisch präparierte Zellen für 24 Stunden mit PERV-enthaltenden Überständen 
oder nur mit Medium inkubiert. 
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Langzeit-Kokultivierungen von PERV-A/C- oder PERV-B-produzierenden 293-Zellen und 
uninfizierten 3T6-Zellen in Transwell-Platten erlaubte die kontinuierliche Inkubation mit 
frisch produziertem Virus, aber verhinderte direkten Zellkontakt und dadurch 
Mikrochimärismus. Keine PERV-Integration konnte in der DNA der murinen Zellen mittels 
PCR-Analyse mit PERV-spezifischen Primern detektiert werden. Da direkter Zellkontakt 
 
möglicherweise die Virusinfektion verbessert, wurden Neomycin-resistente murine 3T6neo+-
Zellen mit PERV-A/C-produzierenden 293-Zellen für fünf Tage kokultiviert. Um 
Mikrochimärismus auszuschließen, wurden die PERV-A/C-produzierenden 293-Zellen durch 
die Behandlung mit dem Selektionsmedium G418 eliminiert. Keine PERV-spezifischen 
Sequenzen konnten in den murinen Zielzellen nach Entfernung der Virus-produzierenden 
Zellen nachgewiesen werden. Die parallele Kokultivierung von Neomycin-resistenten
293neo+-Zellen mit PERV-A/C- und PERV-B-produzierenden 293-Zellen bei gleicher 
Selektionsmethode, resultierte stets in der Infektion der Zielzellen. 
Hier wurde gezeigt, dass murine Zelllinien und primäre Zellen unter Verwendung 
verschiedener Infektionsmethoden, verschiedener PERV-Subtypen und Vermeidung von 
Mikrochimärismus nicht mit PERV infiziert werden konnten. 
 
3.9 Keine Infektion von SCID-Mäusen mit PERV-A/C in vivo 
Obwohl ausgewählte murine Zellen mit PERV-A und PERV-B in vitro nicht infiziert werden 
konnten, besteht die Möglichkeit, dass andere suszeptible Zellen in vivo vorhanden sind. Da 
für SCID-Mäuse und Nacktmäuse eine PERV-Infektion nach Inokulation von porzinen 
Inselzellen beschrieben wurde (Clemenceau, et al., 2002; Deng, et al., 2000; van der Laan, et 
al., 2000), haben wir SCID-Mäuse für unsere Infektionsversuche mit zellfreiem Virus 
ausgewählt. Um die Chancen einer Infektion zu erhöhen, wurden hochtitrige Präparationen 
von PERV-A/C verwendet, ein Virus, das bessere Replikationsraten in vitro erreicht durch 
multimerisierte Bindungsstellen für den Transkriptionsfaktor NF-Y. Zur Vermeidung eines 
Mikrochimärismus wurden den SCID-Mäusen zellfreie Zellkulturüberstände von PERV-A/C-
produzierenden 293-Zellen appliziert. Da SCID-Mäuse keine B- und T-Zellen haben, also 
keine Antikörper produzieren können, wurden nur die Organe der Mäuse hinsichtlich einer 
PERV-Infektion mittels PCR untersucht. In der DNA der Milz, der Leber und der Niere von 
SCID-Mäusen konnten keine PERV-spezifischen proviralen Sequenzen drei Wochen nach der 
Inokulation nachgewiesen werden (Abb. 17). Die Applikation von Zellkulturmedium blieb 
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ohne Auswirkungen auf die Organe der SCID-Mäuse. Die Amplifikation von β-Actin 
Sequenzen bestätigte die Verwendung gleicher Mengen an DNA. Dieser Versuch zeigte, dass 
sich SCID-Mäuse nicht mit hochtitrigem PERV-A/C infizieren lassen. 
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Abbildung 17: PCR mit DNA aus verschiedenen SCID-Mausorganen. Es wurden jeweils 
 Tieren PERV-A/C-Zellkulturüberstände bzw. Zellkulturmedium appliziert. Als 
RV-A/C-produzierenden 293-Zellen. Als 
fünf
Positivkontrolle diente DNA aus PE
Negativkontrolle wurde DNA von uninfizierten 293-Zellen verwendet. 
 
 
3.10 Höhere Sensitivität neuer Nachweismethoden durch Verwendung  
rekombinanter viraler Proteine 
Da eine Infektion mit PERV in vivo zunächst nur einige Zellen und Gewebe betreffen würde, 
wären potentielle PERV-spezifische Antikörper in nur sehr geringen Mengen im Serum 
vorhanden. Um also die Möglichkeit zu haben, selbst eine geringe Menge PERV-spezifischer 
Antikörper zu detektieren, wurden das transmembrane Hüllprotein p15Env und das 
Capsidprotein p27Gag rekombinant hergestellt. Die Sensitivität des Nachweises dieser 
rekombinanten Proteine wurde im ELISA überprüft (Abb. 18A und B). Dazu wurden die 
durch Immunisierung erhaltenen Antiseren gegen das rekombinante p15Env und das p27Gag 
ausgehend von 1:500 (Anti-rp15Env) und 1:100 (Anti-rp27Gag) Verdünnungen in 1:2 
Vedünnungsschritten auf 96-Well Platten, die 1µg pro Well der rekombinanten Proteine oder 
1µg PERV-A/C-Proteinlysat enthielten, ausverdünnt.  
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Abbildung 18: ELISA zur Bestimmung der Sensitivität der Antiseren gegen rp15Env 
und rp27Gag. A) Ausverdünnung des Antiserums gegen rp15Env in 96-Well Platten mit 1µg 
pro Well immobilisiertes rp15Env und PERV-A/C-Proteinlysat. B) Ausverdünnung des 
Antiserums gegen rp27Gag in 96-Well Platten mit 1µg pro Well immobilisiertes rp27Gag und 
PERV-A/C-Proteinlysat. In beiden Fällen wurden Dreifachbestimmungen durchgeführt. 
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Bis zu einer Verdünnung des Antiserums gegen rp15Env von 1:32000 konnte 1µg des 
rekombinanten Proteins zuverlässig nachgewiesen werden, während für den Nachweis von 
gp70 
eren zeigten positive Reaktionen, die das Vorhandensein 
p15Env in 1µg eines PERV-A/C-Proteinlysats eine Antiserum-Verdünnung von 1:500 
notwendig war (Abb. 18A). Das bedeutet, dass in einem Testserum bis zu 64-mal weniger 
Antikörper gegen p15Env vorhanden sein können, wenn 1µg rekombinantes p15Env als 
Antigen verwendet wird. Allerdings muss hier berücksichtigt werden, dass der Anteil von 
p15Env im PERV-A/C-Proteinlysat geringer ist als 1µg. Der Nachweis von 1µg rp27Gag war 
bis zu einer Antiserum-Verdünnung von 1:12800 und bei Verwendung von 1µg PERV-A/C-
Proteinlysat bis zu einer Verdünnung von 1:800 möglich (Abb. 18B). In einem Testserum 
können also 16-mal weniger Antikörper gegen p27Gag vorhanden sein, wenn 1µg rp27Gag 
als Antigen verwendet wird. Auch hier muss angemerkt werden, dass die Menge an p27Gag 
im PERV-A/C-Proteinlysat nicht 1µg entspricht. 
Die Erhöhung der Sensitivität des Nachweises von Antikörpern, die gegen virale Proteine 
gerichtet sind, konnte mittels der Verwendung von rekombinanten Proteinen als Antigene 
erreicht werden. 
 
3.11 Keine Übertragung von PERV auf Patienten nach extrakorporealer 
Leberunterstützung 
Da PERVs in der Lage, sind humane Zellen in vitro zu infizieren (Patience, et al., 1997; 
Specke, et al., 2001a; Wilson, et al., 1998) und sich sogar an humane Zellen adaptieren 
können (Denner, et al., 2001; Denner, et al., 2003), wuchsen die Bedenken, dass die 
Xenotransplantation von porzinen Geweben mit einer PERV-Infektion verbunden sein könnte 
(Chapman, et al., 1995). Aus diesen Gründen wurden Patienten aus ersten klinischen Studien 
retrospektiv hinsichtlich einer Infektion mit PERV untersucht. Zunächst wurden Seren von 
sieben Patienten, die mit einem Bioreaktor auf der Basis von porzinen Hepatozyten behandelt 
wurden, sowohl vor der Bioreaktorbehandlung und Lebertransplantation als auch ein halbes 
bis fünf Jahre nach der Behandlung auf Immunantworten gegen PERV untersucht. In allen 
Seren konnten keine PERV-spezifischen Antikörper in einem Western Blot basierend auf 
einem Virusproteinlysat von PERV als Antigen nachgewiesen werden (Abb. 19A). Die 
Qualität des Western Blots wurde durch die Verwendung von tierischen Kontrollseren gegen 
p27Gag, rekombinates p15Env von PERV und einem kreuzreagierenden Serum gegen 
von FLV evaluiert. Alle Kontrolls
der korrespondierenden Antigene anzeigten.  
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bbildung 19: Western Blot zur Untersuchung von Antikörpern gegen PERV in 
atienten, die mit einem extrakorporealen Leberunterstützungssystem behandelt 
wurden. A) Verwendung von gereinigtem PERV-Lysat als Antigen. Kreuzreagierende 
geg ansmembrane Hüllprotein p15Env von PERV wurden als 
Pos ung der Qualität des Western Blots verwendet. B) Verwendung 
rden (Abb. 19B und C). Zusätzlich wurden die 
Antiseren gegen das Hüllprotein gp70 und das Kernprotein p27Gag von FLV und Antiseren 
en das rekombinante tr
itivkontrollen zur Evaluier
des rekombinanten Gag-Proteins als Antigen. Ein Antiserum gegen das rekombinante Gag-
Protein von PERV-C wurde als Positivkontrolle verwendet. C) Verwendung des 
rekombinanten p15Env als Antigen. Ein Antiserum gegen das rekombinante p15Env wurde 
als Positivkontrolle verwendet. LTx, Lebertransplantation; Vorst, Vorstufen. 
 
 
 
Da einige Antigene im verwendeten Viruslysat nur zu einem geringen Anteil vorhanden 
waren, wie zum Beispiel p15Env und gp70, wurden neue Detektionsmethoden entwickelt 
(siehe Abschnitt 3.10), die zum Nachweis rekombinante Proteine nutzten. Obwohl das 
rekombinante p15Env nur einen Teil des viralen p15Env (AS 481-595) darstellte und 
möglicherweise einige putative Epitope fehlten, erlaubte die Verwendung von rekombinanten 
Proteinen den Einsatz größerer Mengen an Antigen. Das rekombinante p27Gag bestand aus 
dem gesamten Gag-Molekül von PERV-C. Auf Grund der oben genannten Gründe, waren 
diese Methoden sensitiver im Vergleich zu dem Western Blot mit viralem Proteinlysat. Trotz 
dieser Vorteile konnten in allen Seren ebenfalls keine Antikörper gegen die rekombinanten 
Proteine rp15Env und rp27Gag detektiert we
rp27Gag
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sieben Seren in einem sensitiven ELISA analysiert, der auf der Verwendung von 
synthetischen Peptiden korrespondierend zur immundominanten (ido) und 
immunsuppressiven (isu) Domäne des transmembranen Hüllproteins p15Env von PERV 
eruhte (Abb. 20A und B). Diese Peptide wurden als wichtiges diagnostisches Mittel 
ngesehen, da im Falle von HIV-1 99,9% der Seren der infizierten Individuen mit einem 
eptid, das der immundominanten Domäne von gp41 entsprach, im ELISA reagierten 
enner, et al., 1994). Peptide korrespondierend zur immundominanten Domäne wurden auch 
ei Untersuchungen von Tumorpatienten auf Antikörper, die spezifisch für das humane 
ndogene Retrovirus HERV-K sind, verwendet (Denner, et al., 1995) und bei Untersuchungen 
on Xenotransplantationspatienten, Schlachtern und normalen Blutspendern auf PERV-
pezifische Antikörper (Tacke, et al., 2001). In dem hier verwendeten ELISA waren alle 
eren bis auf drei negativ für beide Peptide (Abb. 20A und B), während die tierischen 
ontrollseren, die durch Immunisierung mit den korrespondierenden Peptiden von PERV-
15Env hergestellt wurden, positive Signale zeigten. Die leicht positiven Seren der Patienten 
, 6 und 7 (Abb. 20A und B) enthielten kreuzreagierende Antikörper, die auch in den Seren 
b
a
P
(D
b
e
v
s
S
K
p
5
von normalen Blutspendern gefunden wurden (Tacke, et al., 2001). Zusammengefasst gaben 
diese Ergebnisse keinen Hinweis auf eine Infektion der Patienten mit PERV.  
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B) PERV-isu
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Abbildung 20: ELISA zur Untersuchung von Patientenseren, die mit einem 
extrakorporealen Leberunterstützungssystem behandelt wurden. A) Verwendung eines 
diagnostischen Peptids (PERV-ido) als Antigen, das der immundominanten Domäne von 
PERV-p15Env entspricht. B) Verwendung eines Peptids (PERV-isu) als Antigen, das der 
immunsuppressiven Domäne von p15Env entspricht. Antiseren gegen beide Peptide wurden 
als Positivkontrollen verwendet, um die Qualität des ELISA zu evaluieren. Die horizontalen 
Linien verdeutlichen die Schwellenwerte (Durchschnitt plus dreimal Standardabweichung der 
Negativkontrollen). 
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3.12 Antikörper gegen porzine Leberproteine in Patienten, die mit einem 
munglobuline über den gesamten Zeitraum der Behandlung, γ-Immunglobuline konnten 
allerdings ein halbes bis ein Jahr nach der Behandlung detektiert werden. Vier Jahre nach der 
Behandlung waren keine Schweine-spezifischen γ-Immunglobuline mehr nachweisbar. Bei 
den Patienten 7 und 8 konnten sowohl Schweine-spezifische µ-Immunglobuline als auch γ-
Immunglobuline vor der Bioreaktorbehandlung und der Lebertransplantation detektiert 
werden, es waren jedoch nur sehr wenig γ-Immunglobuline nachweisbar. Ein halbes Jahr nach 
der Behandlung zeigte Patient 7 ein verändertes Bandenmuster der µ-Immunglobuline und 
eine starke γ-Immunglobulin-Antwort. Ein und drei Jahre nach der Behandlung konnten keine 
Schweine-spezifischen µ-Immunglobuline und γ-Immunglobuline mehr nachgewiesen 
werden. Bei Patient 8 nahm die Bildung von Schweine-spezifischen µ-Immunglobulinen und 
γ-Immunglobulinen von einem halben bis zu drei Jahren nach der Behandlung stetig zu. Bei 
den Patienten 3, 4 und 5 konnten nur wenig Schweine-spezifische µ-Immunglobuline und γ-
 
extrakorporealen Leberunterstützungssystem behandelt wurden 
Da in den Seren der Patienten, die ex vivo mit einem Leberunterstützungssystem behandelt 
wurden, keine PERV-spezifischen Antikörper detektiert werden konnten, wurden die Seren 
daraufhin untersucht, ob sie Antikörper gegen porzine Proteine entwickelt hatten. Dazu 
wurden die Seren in einem Western Blot, der Proteinlysate von porzinen Hepatozyten als 
Antigen verwendete, auf Antikörper gegen Schweine-spezifische Leberproteine getestet (Abb. 
21). Patient 1 entwickelte Schweine-spezifische µ-Immunglobuline (Abb. 21A) und γ-
Immunglobuline (Abb. 21B) ein Jahr nach der Behandlung. Fünf Jahre nach der Behandlung 
waren die Schweine-spezifischen µ-Immunglobuline immer noch nachweisbar, allerdings in 
geringerer Menge, während die γ-Immunglobuline im Vergleich zum ersten Jahr in gleicher 
Menge vorhanden waren. Patient 6 entwickelte keine Schweine-spezifischen µ-
Im
Immunglobuline detektiert werden. In dieser retrospektiven Studie mit Seren von Patienten, 
die mit einem extrakorporealen Leberunterstützungssystem als Überbrückung für eine 
Lebertransplantation behandelt wurden, konnten keine PERV-spezifischen Antikörper 
detektiert werden, obwohl einige Patienten nach der Behandlung mit den auf porzinen Zellen 
basierenden Bioreaktoren Schweine-spezifische µ- und γ-Immunglobuline entwickelten.  
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A) µ-Immunglobulin 
 
alen 
eberunterstützungssystem behandelt wurden. A) Verwendung von Antiseren gegen 
ane µ-Ketten-spezifische Immunglobuline als Zweitantikörper. B) Verwendung von 
ntiseren gegen humane γ-Ketten-spezifische Immunglobuline als Zweitantikörper. LTx, 
ebertransplantation. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 21: Western Blot unter Verwendung von Schweineleberproteinen als Antigen 
zur Untersuchung von Seren von Patienten, die mit einem extrakorpor
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3.13 Keine Übertragung von PERV auf Patienten nach Transplantation 
rganen, Geweben und Zellen darstellen könnten, war es von besonderer 
plantate erhalten hatten, für einen langen 
 nach der Transplantation regelmäßig auf eine mögliche Übertragung von PERV zu 
n der achtzehn behandelten Patienten zu 
ansplantation mit Hilfe von Western Blot-
tikörperantworten untersucht  (Tab. 6). Die 
 zwei Patienten (Patient 1 und 2) reagierten acht bzw. neun Jahre nach der 
it dem Oberflächenhüllprotein gp70 von PERV in einem Western Blot, der 
als Antigen verwendete. Das Serum von Patient 4 reagierte bis zu drei 
ach der Transplantation schwach mit gp70. Nach acht Jahren waren keine Antikörper 
ehr gegen gp70 nachweisbar. Alle getesteten Seren zeigten keine Reaktion mit dem 
it 
ngen Mengen in PERV-A/C-Proteinlysaten 
t ein modifizierter Western Blot basierend 
binanten Proteinen von p15Env und p27Gag als Antigene entwickelt. Alle 
nochmals untersucht und keines zeigte eine 
it dem rekombinanten p15Env (Tab. 6). Bei drei Patienten (Patient 5, 8 und 11) 
 detektiert werden. Die Seren dieser 
der Transplantation Antikörper gegen p27Gag, 
ation bei den Patienten 5 und 8 die Reaktionen 
ag. In allen anderen Seren konnten keine Antikörper gegen p27Gag nachgewiesen 
9, 10, 13 und 14) enthielten Antikörper gegen 
lzellproteine. 
e Ergebnisse keine Übertragung von PERV auf Patienten, die 
von porzinen Inselzellen untersucht wurden. 
 
porziner Inselzellen 
Da porzine endogene Retroviren
porzinen O
 ein Risiko für den Menschen bei der Transplantation von 
Bedeutung, Patienten, die porzine Inselzelltrans
Zeitraum
untersuchen. Dafür wurden Seren von vierzeh
verschiedenen Zeitpunkten vor und nach der Tr
Analysen auf PERV-spezifische und porzine An
Seren von
Transplantation m
gereinigtes PERV-A/C 
Jahren n
m
Capsidprotein p27Gag und dem transmembranen Hüllprotein p15Env im Western Blot m
PERV-A/C als Antigen. Da p15Env nur in geri
vorhanden war, wurde zur Erhöhung der Sensitivtä
auf den rekom
Seren wurden unter Verwendung des neuen Tests 
Reaktion m
konnten Antikörper gegen rekombinantes p27Gag
Patienten enthielten allerdings schon vor 
jedoch verstärkten sich nach der Transplant
gegen p27G
werden. Neun Seren (Patienten 1, 2, 5 bis 7, 
porzine Inse
Zusammengefasst zeigten dies
bis zu neun Jahre nach einer Transplantation 
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Tabelle 6: Antikörper gegen PERV-Proteine und porzine Inselzellproteine in 
Wochen 
Xenotransplantationspatienten 
13 -8,9 -  - - -
2,7 -  - - +
4,6 -  - - +
7,6 -  - - +
14 -6,0 -  - - -
2,7 -  - - ++
Patient Antikörper gegen porzine 
Antikörper gegen PERV 
 gp70 p27Gag p15Env
1 -214,6 - - - -
15,9 - - - -
460,3 + + - - +
2 -6,9 - - - -
2,0 - - - -
14,4 - - - -
410,0 + + + - - +
3 -0,4 - - - -
2,7 - - - -
15,4 - - - -
427,6 - - - -
4 2,4 + - - -
163,6 + - - -
394,4 - - - -
5 2,7 - + - ++
44,3 - + + + - ++
312,0 - + + - +
6 -2,3 - - - +
2,6 - - - +
42,9 - - - +
311,9 - - - -
7 0,0 - - - -
1,1 - - - +
8 -13,0 - + - -
1,9 - + + - -
6,0 - + + - -
19,1 - + + - -
9 -13,0 - - - -
1,9 - - - +
5,9 - - - +
10 1,7 - - - +
6,6 - - - +
15,3 - - - +
11 -8,9 - + + - -
2,7 - + + - -
4,6
nach Tx Inselzellproteine
- + + - -
12 -1,1 - - - -
1,7 -  - - -
6,6 -  - - -
15,3 -  - - -
 
x, Transplantation. +, schwache Reaktion; ++, mittlere Reaktion; +++, starke Reaktion. T
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4. Diskussion 
4.1 Evaluierung der PERV-Freisetzung aus porzinen Inselzellen der 
Deutschen Landrasse in vitro und in vivo 
In den letzten Jahren wurden große Fortschritte bei der Verbesserung der 
Behandlungsbedingungen und Behandlungsstrategien von Patienten mit Diabetes mellitus 
gemacht. Zusätzlich zu verbesserten Therapien und neuen Insulinanaloga (Bolli, et al., 1999), 
konzentrierten sich viele Studien auf die Transplantation von Inselzellen (Berney, et al., 
2001). Die Inselzelltransplantationen beinhalteten sowohl humane (Alejandro, et al., 1997; 
Meyer, et al., 1998; Oberholzer, et al., 2000; Shapiro, et al., 2000) als auch xenogene 
Inselzellen vom Schwein (Groth, et al., 1998; Groth, et al., 1994; Heneine, et al., 1998a). Da 
die meisten erfolgreichen klinischen Inselzelltransplantationen durchschnittlich zwei bis vier 
humane Donororgane erfordern (Shapiro, et al., 2000), verhindert der zunehmende Mangel an 
humanen Donororganen die Behandlung von vielen Diabetes-Patienten. Im Gegensatz dazu 
könnten Inselzellen unbegrenzt verfügbar werden, wenn Strategien wie die Nutzung von 
xenogenen Inselzellen, technisch veränderten humanen Betazelllinien und in vitro oder in vivo 
Inselzellexpansionen klinisch anwendbar werden (Groth, et al., 1998; Newgard, et al., 1997; 
Ramiya, et al., 2000). Viele Fortschritte wurden bei der Anwendung von xenogenen 
Inselzellen gemacht. Obwohl nicht-humane Primaten dem Menschen genetisch sehr viel 
näher sind, sind Schweine aus mehreren Gründen als Quelle von Transplantaten geeigneter 
(Sachs, 1994). Schweine lassen sich schnell und in großer Anzahl züchten, ihre Haltung ist 
relativ günstig und einfach, und die Physiologie eines porzinen Organs ist der des humanen 
Organs ähnlich. Des Weiteren werden Schweine bereits genetisch modifiziert und kloniert, 
um die immunologische Abstossung zu verringern (Costa, et al., 2002; Ramsoondar, et al., 
2003). Schließlich unterscheidet sich das porzine Insulin von humanem nur in einer 
Aminosäure und wurde lange Zeit zur Behandlung von Diabetes-Patienten verwendet. 
Allerdings wird die Xenotransplantation nur klinische Relevanz erreichen, wenn das Risiko 
einer Übertragung von pathogenen Mikroorganismen ausgeschlossen werden kann. Bisher 
konnte gezeigt werden, dass es möglich ist, die meisten exogenen Mikroorganismen durch 
Haltung der Schweine unter qualifizierten oder spezifizierten pathogen-freien Bedingungen zu 
eliminieren (Tucker, et al., 2002). PERVs sind aber in das Genom der Schweine integriert und 
deshalb wird es schwierig werden, PERV-defiziente Schweine zu züchten oder zu klonieren. 
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Auf Grund der Tatsache, dass PERVs in der Lage sind, humane Zellen in vitro zu infizieren, 
in diesen Zellen zu replizieren und einen produktiven Infektionszyklus zu etablieren (Martin, 
nac  viralen Partikel freisetzen (Bosch, et 
 
exprimiert, was auf die Abwesenheit einer produktiven Infektion von PERV in den 
Nacktmäusen hindeutet. In einer weiteren Untersuchung wurden verkapselte Inselzellen 
et al., 1998a; Patience, et al., 1997; Specke, et al., 2001a; Wilson, et al., 1998), wurde intensiv 
h Schweinestämmen gesucht, die wenig oder keine
al., 2000; Gorbovitskaia, et al., 2003; Herring, et al., 2001b; Lee, et al., 2002; Tacke, et al., 
2000). Im Gegensatz zu anderen Schweinestämmen (Clemenceau, et al., 2002) exprimieren 
Inselzellen der Deutschen Landrasse wenig bis keine PERV-mRNA sowie infektiöse Partikel 
(Siehe Abb. 10 und 11). Andere Gewebe der Deutschen Landrasse wie Endothelzellen der 
Aorta hingegen, sind durchaus in der Lage PERV-spezifische mRNA und Partikel zu 
exprimieren (Martin, et al., 1998a). Diese Viren konnten humane Zellen in vitro infizieren, 
waren aber in vivo nicht übertragbar (Martin, et al., 1998b). Andererseits setzen stimulierte 
PBMC der Deutschen Landrasse keine PERV-Virionen frei (Tacke, et al., 2000; Tacke, et al., 
2003). Im Unterschied zu den Ergebnissen dieser Arbeit konnte in einer Studie die Infektion 
von humanen Neomycin-resistenten 293-Zellen mit PERV aus Inselzellen von Landrasse-
Schweinen gezeigt werden (van der Laan, et al., 2000). Ein Grund für diese unterschiedlichen 
Resultate könnte die Verwendung von Inselzellen eines anderen Landrasse-Schweinestamms, 
zum Beispiel der niederländischen Landrasse, sein. Oder das verwendete Landrasse-Schwein 
zeigte ein verändertes Expressionsmuster von PERV. In Übereinstimmung mit den 
Ergebnissen dieser Arbeit konnte bei Kokultivierungsexperimenten mit Inselzellen anderer 
Schweinestämme und humanen Zellen in vitro ebenfalls keine Infektion der humanen Zellen 
mit PERV nachgewiesen werden (Clemenceau, et al., 2001), obwohl die dort verwendeten 
Inselzellen PERV-spezifische mRNA exprimierten. Andererseits konnte keine PERV-
spezifische RT-Aktivität in diesen Inselzellen detektiert werden. Dies deutet darauf hin, dass 
in der Studie von Clemenceau et al. (2001) ebenfalls keine viralen Proteine synthetisiert und 
dadurch keine infektiösen Partikel freigesetzt wurden. 
Im Unterschied zu den Resultaten dieser Arbeit wurde in einer anderen Studie die 
Übertragung von PERV aus porzinen Inselzellen auf Nacktmäuse unter Verwendung von 
Inselzellen von SPF-Schweinen der Large-White-Rasse, die PERV-mRNA exprimierten, 
beobachtet (Clemenceau, et al., 2002). Allerdings wurden dort unverkapselte Inselzellen 
transplantiert, so dass ein falsch-positives Ergebnis durch Mikrochimärismus nicht 
ausgeschlossen werden kann. Zusätzlich konnte zwar die DNA von gag in verschiedenen 
Mausorganen detektiert werden, aber mRNA von gag wurde in keinem der Organe
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verschiedener Schweinestämme in Nonobese-Diabete-Mäuse (NOD-Mäuse) und Nacktmäuse 
transplantiert und nach drei Monaten wurden verschiedene Mausorgane hinsichtlich einer 
Infektion mit PERV untersucht (Elliott, et al., 2000). In Übereinstimmung mit den 
Ergebnissen dieser Arbeit konnten Elliott et al. keine PERV-spezifische DNA und mRNA in 
verschiedenen Mausorganen detektieren, obwohl die Alginat-verkapselten Inselzellen in der 
Lage waren, Insulin zu produzieren und frei zu setzen. 
Auf Grund der berichteten Resultate ist es zwingend notwendig, einen intensiven Screening-
Test für Schweinestämme und Schweine innerhalb eines Stammes zur Selektion von nicht-
PERV-produzierenden Schweinen zu entwickeln. Diese Schweine sollten dann weiter 
gezüchtet werden. Beispielsweise wurden in einer Inzuchtherde von Miniaturschweinen Tiere 
gefunden, die keine Freisetzung von humantropen PERVs zeigten (Oldmixon, et al., 2002; 
Wood, et al., 2004). Obwohl verschiedene Strategien zur Prävention einer PERV-Infektion 
von humanen Zellen und Geweben, wie die siRNA-Technologie (Karlas, et al., 2004) oder 
neutralisierende Antikörper als Basis für einen Impfstoff (Fiebig, et al., 2003) entwickelt 
wurden, wären Knock-out-Schweine die beste Lösung. Andererseits dürfen die Risiken der 
Rekombination und der Komplementierung von defekten Proteinen durch das Vorhandensein 
der verschiedensten Gruppen retroviraler Genome im Schwein, nicht unbeachtet bleiben 
(Bosch, et al., 2000; Herring, et al., 2001b; Klymiuk, et al., 2003; Patience, et al., 2001).  
Zusammenfassend setzten die verwendeten Inselzellen von Schweinen der Deutschen 
Landrasse kein PERV frei und es kam nicht zu einer Infektion von suszeptiblen humanen 
Nierenzellen in vitro und von BALB/c-Mäusen in vivo. Des Weiteren exprimierten die 
Inselzellen keine PERV-spezifische mRNA oder Proteine. In Bezug auf diese Ergebnisse 
stellen Schweine der Deutschen Landrasse eine vielversprechende Quelle für die Zucht von 
sicheren Schweinen für die Xenotransplantation dar. 
4.2 Versuche der Etablierung eines In vivo-Infektionsmodells mit nicht-
humanen Primaten 
Die Tatsache, dass sich humane Zellen in vitro mit PERV infizieren lassen, führte zu einer 
intensiven Suche nach einem geeigneten Infektionsmodell, um die Pathogenität von PERV 
abschätzen zu können. Da nicht-humane Primaten und Menschenaffen dem Menschen 
phylogenetisch sehr änhlich sind, konzentrieren sich die meisten Infektionsstudien bei der 
Suche nach einem geeigneten Tiermodell zur Untersuchung einer PERV-Zoonose auf diese 
Spezies. In den bisherigen In vivo-Infektionsstudien kam es bei immunsupprimierten nicht-
humanen Primaten, denen porzine Zellen, Gewebe und Organe transplantiert wurden, nicht zu 
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einer Infektion mit PERV (Loss, et al., 2001; Martin, et al., 1998b; Martin, et al., 2002; 
Specke, et al., 2002b; Switzer, et al., 2001). Da nach neueren Erkenntnissen die Adaptation 
von PERV an Zellen anderer Spezies eine wichtige Rolle für die Infektiösität spielt (Denner, 
et al., 2001; Denner, et al., 2003), wurde PERV auf Zellen von Rhesusaffen und Schimpansen 
passagiert, um für spätere Experimente ein an Affenzellen adaptiertes Virus zur Verfügung zu 
haben. 
Die in dieser Arbeit gezeigte In vitro-Infektion von Rhesusaffen- und Schimpansenzelllinien 
mit PERV konnte schon in anderen Studien gezeigt werden, in denen primäre Zellen und 
Zelllinien von verschiedenen nicht-humanen Primaten verwendet wurden (Siehe Tab. 7). Im 
Unterschied zu diesen Studien, konnte hier jedoch zum ersten Mal die Infektion von 
lymphoiden Schimpansenzellen gezeigt werden. Diese Unterschiede könnten durch die 
Verwendung von zellfreiem, human-adaptiertem PERV-A/C und PERV-B zustande 
gekommen sein. In verschiedenen Studien konnte keine Infektion von Rhesusaffen-
Nierenzellen mit PERV beobachtet werden (Takeuchi, et al., 1998; Wilson, et al., 2000), 
obwohl bei Wilson et al. (2000) auch human-adaptiertes PERV für die Infektion von 
Rhesuszellen verwendet wurde. Möglicherweise war die verwendete Virusmenge von PERV 
zu gering, um eine Infektion in diesen Zellen zu etablieren. Für diese Hypothese sprechen die 
Ergebnisse einer späteren Studie, in der eine schwache Infektion der von Wilson et al. (2000) 
enannt) verwendet. Dieses PERV-A/C 
zeichnet sich durch genetische Veränderungen in der Primerbindungsstelle der LTR und einen 
könnte auch die Verwendung verschiedener Rhesusaffen- und Schimpansenzelllinien für die 
verwendeten Rhesus-Nierenzelllinie mit PERV beobachtet wurde (Ritzhaupt, et al., 2002). Es 
handelte sich bei dem in der Studie von Ritzhaupt et al. (2002) verwendeten PERV um die 
dritte Passage eines ursprünglich von Wilson et al. (1998) isoliertes rekombinantes PERV. 
Dieses PERV weist einen zehnfach höheren Titer auf als die zweite Passage des Virus 
(Ritzhaupt, et al., 2002). In dieser Arbeit wurde die fünfte Passage des von Wilson und 
Kollegen (1998) isolierten PERVs (PERV-A/C g
dadurch bedingten höheren Titer aus (Denner, et al., 2001; Denner, et al., 2003). Andererseits 
unterschiedlichen Resultate verantwortlich sein. Denn in einer Studie von Blusch et al. (2000) 
ließen sich primäre Fibroblasten von Schimpansen mit PERV-envA-Pseudotypen infizieren, 
während in anderen Studien keine Infektion mit PERV-envA-Pseudotypen in Fibroblasten-
Zelllinien von Schimpansen nachweisbar war (Takeuchi, et al., 1998). 
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Tabelle 7: In vitro-Infektion von nicht-humanen Primatenzellen mit PERV 
Spezies Zelllinien/ 
Primäre Zellen 
Resultat Referenz 
Schweinsaffen 
(Macacca nemestrina) 
PBMC Negativ Specke et al., 
2001 
Afrikanische Grüne Meerkatzen PBMC Negativ Specke et al., 
(Chlorocebus sabaeus) 2001 
Rhesusaffen 
(Macacca mulatta) 
PBMC Positiv Specke et al., 
2001 
Pavian 
(Papio cynocephalus) 
PBMC, Milz Positiv Specke et al., 
2001 
Cynomolgusaffen 
(macacca fascicularis) 
PBMC Negativ (Ohne 
Polybren) 
Specke et al., 
2001 
Gorilla (Gorilla gorilla), 
Schimpansen (Pan troglodytes), 
Pavian (Papio hamadryas) 
Primäre 
Fibroblasten 
Positiv: PERV-A, 
Negativ: PERV-B, 
PERV-C 
(Pseudotypisierung) 
Blusch et al., 
2000 
Schweinsaffen  
(Macacca nemestrina), 
Cynomolgusaffen 
(macacca fascicularis), 
Afrikanische Grüne Meerkatzen 
(Colobus, Saimiri, Alouatta) 
Primäre 
Fibroblasten 
Negativ: PERV-A, 
PERV-B, PERV-C 
(Pseudotypisierung) 
Blusch et al., 
2000 
Gorilla (Gorilla gorilla), 
Pavian (Papio hamadryas) 
Primäre 
Fibroblasten 
Positiv: PERV-A, 
PERV-B, PERV-C 
(Kokultivierung) 
Blusch et al., 
2000 
Pavian (Papio hamadryas) B-Zelllinie Positiv: PERV-A, 
PERV-B 
(Kokultivierung) 
Blusch et al., 
2000 
„Positiv” bedeutet eine produktive Infektion. 
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Im Unterschied zu anderen Studien (Ritzhaupt, et al., 2002) konnte in dieser Arbeit zum 
ersten Mal di ion der Vollläng nd der ges RNA von PERV-A/C 
in infizierten Rhesusaffen-Nierenze iden Schimpansenzellen nachgewiesen 
werden, während die Volllängen-mRNA von PERV-B nur begrenzte Zeit in diesen Zellen 
n gespleißten und ungespleißten mRNA von PERV-
A erwen s hochtitrigen PERV-A/C erklären. Die 
vorübergehende Expression von ungespleißter PERV-B-mRNA stimmt mit anderen Studien 
n  die in Rhesus- und Sc enzellen kei tion mit Pseudotypen 
detektieren (Blusch, et al., 2000; Takeuchi, et al., 1998). Möglicherweise ist die in diesen 
Studien verwendete Methode der lac ierung ni itiv gen  
w  Detektion von PERV-spezifischen Antikörpern mittels W Blot 
s st als die lacZ-Pseud ung (Bar 2). D  
einer Studie, in der primäre Zellen nicht-humaner Primaten laut Pseudotypisierung nur den 
R en, sich aber mit PERV-B und PERV-C infizieren lassen 
u usät , et ings die 
P reien Partikeln durchgeführt, während die Infektion durch 
Kokultivierung getestet wurde. Die zeitlich begrenzte E gen-mRNA von 
PERV-B korreliert mit der begrenzten E  provir nz  
a nten Mechan r da Zielze  die 
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Blockade ist aber nicht irreversibel, da sie sich durch die Erhöhung des viralen Titers oder 
durch Vorinkubation mit dem restringierten Virus überwinden lässt (Besnier, et al., 2002). 
Die Resultate dieser Studien deuten darauf hin, dass es in den Rhesus- und 
Schimpansenzellen möglicherweise weitere Faktoren gibt, die nach der Integration des 
Provirus, also auf der Ebene der Expression viraler mRNA wirksam werden. Allerdings wird 
in den Studien zur Blockierung von Retroviren die Menge an unintegrierter proviraler DNA 
gemessen und nicht die Anwesenheit viraler mRNA (Besnier, et al., 2002; Cowan, et al., 
2002; Towers, et al., 2000). Es kann also nicht ausgeschlossen werden, dass einige wenige 
Proviren ins Wirtsgenom integrieren und geringe Mengen an viraler mRNA exprimiert 
werden. Diese Annahme wird durch eine Studie unterstützt, in der geringe Mengen proviraler 
Sequenzen in infizierten Zellen nicht-humaner Primaten mittels PCR amplifiziert wurden 
(Munk, et al., 2002). Möglicherweise spielen noch andere Faktoren, die eine Infektion mit 
PERV-B verhindern, eine Rolle. Eine fehlerhafte reverse Transkription könnte die SD- 
und/oder die SA-Stellen verändert haben, so dass die virale mRNA nicht mehr gespleißt 
werden kann. Die reverse Transkriptase besitzt keine „Proofreading“-Aktivität und die 
Möglichkeit einer Mutation ist dadurch deutlich erhöht (Burns and Temin, 1994; Dougherty 
and Temin, 1988). Andererseits konnte trotz wiederholter Zugabe von zellfreiem PERV-B 
über einen längeren Zeitraum keine produktive Infektion der Rhesusaffen-Nierenzellen oder 
der lymphoiden Schimpansenzellen erreicht werden. Dies würde also bedeuten, dass die 
Mutation immer an der gleichen Stelle auftritt, was höchst unwahrscheinlich ist. 
Ein weiterer wichtiger Schritt hin zu einem PERV-Infektionsmodell in nicht-humanen 
Primaten in vivo ist die Untersuchung der Freisetzung von infektiösen Partikeln von 
infizierten Rhesus- und Schimpansenzellen und die Adaptation dieser PERV-Partikel an 
Zellen nicht-humaner Primaten. Die Expression der Volllängen-mRNA und der gespleißten 
mRNA von PERV-A/C in den beiden Zelllinien nicht-humaner Primaten deutet darauf hin, 
dass infektiöse Partikel aus diesen Zellen freigesetzt werden. Allerdings konnten weder im 
Western Blot noch in der Durchflusszytometrie PERV-spezifische Proteine nachgewiesen 
werden (Daten nicht gezeigt). Diese widersprüchlichen Ergebnisse wurden auch schon in 
anderern Zelllinien beobachtet (Wilson, et al., 2000). Möglicherweise ist auch die Menge an 
freigesetzten Viruspartikeln zu gering, um mit den verwendeten Methoden detektiert zu 
werden. Aus diesem Grund wurden die Zellkulturüberstände der PERV-A/C-infizierten 
Rhesus- und Schimpansenzellen über einen Zeitraum von zehn Wochen auf die jeweils 
uninfizierten Primatenzellen sowie auf PERV-suszeptible 293-Zellen gegeben. Im 
Unterschied zu anderen Studien (Ritzhaupt, et al., 2002), ließen sich in dieser Arbeit 
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Rhesusaffen-Nierenzellen und 293-Zellen mit PERV von Rhesusaffenzellen 
(LLCMK2/PERV-A/C) infizieren. Des Weiteren konnten lymphoide Schimpansenzellen und 
293-Zellen mit PERV von Schimpansenzellen (EB176/PERV-A/C) infiziert werden. 
Allerdings deutet die geringe Amplifikation von proviraler pol- und envA-DNA auf eine 
schwache Infektion der Rhesusaffen- und Schimpansenzellen mit dem jeweils adaptierten 
PERV-A/C hin. Nicht-humane Primaten haben möglicherweise Mechanismen entwickelt, die 
zwar eine Primärinfektion zulassen, aber die Ausbreitung der Infektion verhindern. So zeigte 
die Studie von Ritzhaupt et al. (2002) ebenfalls die Expression von viraler DNA und mRNA 
in neuinfizierten Nieren-, Lungen- und retinalen Endothelzellen von Rhesusaffen, doch eine 
Passagierung viraler Partikel war nicht möglich. Andererseits waren die Lungen- und 
retinalen Endothelzellen durchaus in der Lage, humane 293-Nierenzellen zu infizieren 
(Ritzhaupt, et al., 2002). Dies deutet allerdings eher darauf hin, dass die verwendeten 
Rhesuszelllinien zu wenig Viruspartikel freisetzen, um eine Infektion zu etablieren. Die 
Pseudotypisierung mit einem Plasmid bestehend aus VSV-G Sequenzen (Vesikular 
stromatitis Virus G) und PERV-env führte zwar zu einer Erhöhung des viralen PERV-Titers 
in den retinalen Endothelzellen, aber dieser reichte nicht aus, um uninfizierte Zellen nicht-
humaner Primaten zu infizieren (Ritzhaupt, et al., 2002). Die Möglichkeit der Infektion von 
Rhesusaffenzellen scheint stark vom verwendeten Retrovirus abzuhängen. So konnte zum 
Beispiel gezeigt werden, dass sich Rhesusaffenzellen zwar mit SIV oder MuLV infizieren 
lassen, aber kaum mit HIV (Hofmann, et al., 1999). Zusätzlich bestehen hinsichtlich der 
Freisetzung viraler Partikel aus verschiedenen Geweben der Rhesusaffen beträchtliche 
Unterschiede. 
Die schwache Infektion von lymphoiden Schimpansenzellen mit EB176/PERV-A/C zeigt, 
dass infektiöse Partikel aus den 293/PERV-A/C-infizierten Schimpansenzellen freigesetzt 
werden. Allerdings deutet die langwierige Infektionsphase von bis zu zehn Wochen darauf 
hin, dass Schimpansenzellen nur eine geringe Menge an Viruspartikeln freisetzen. Dies liegt 
möglicherweise daran, dass die EB176-Zellen eine geringere Proliferationsrate haben als 293-
Zellen. Da PERV zu den einfachen γ-Retroviren gehört, benötigt es zur Vollendung seines 
Replikationszyklus proliferierende Zellen. Ein weiterer Grund für die geringe Menge 
freigesetzter EB176/PERV-A/C-Partikel könnte die Methylierung der proviralen DNA 
darstellen. In Wirbeltieren sind 60 bis 90% der Cytidinreste in allen Cytidin/Guanosin-
Dinukleotiden (CpG) methyliert. Die CpG-Methylierung ist mit einer Unterdrückung der 
Genexpression verbunden, deren Mechanismen noch nicht völlig aufgeklärt sind (Jones and 
Takai, 2001). Die Methylierung konzentriert sich hauptsächlich auf die im Genom des 
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Menschen vorkommenden Transposons und Retrotransposons (Yoder, et al., 1997). 
Transposons und Retrotransposons sind DNA-Sequenzen, die in der Lage sind, das Genom zu 
verlassen und an anderer Stelle wieder in das Genom zu integrieren (Smit, 1999). Zusätzlich 
konnte gezeigt werden, dass die provirale DNA in PBMC von Rindern, die mit dem bovinen 
Leukämievirus (BLV) infiziert sind, und von HTLV-1-infizierten Patienten methyliert wird 
(Clarke, et al., 1984; Kashmiri, et al., 1985; Kitamura, et al., 1985; Ogawa, et al., 1985). Die 
Methylierung des Provirus ist auf die Enhancer- und Promotorregionen der LTR konzentiert 
(Koiwa, et al., 2002). Allerdings konnte für BLV in vivo (Tajima, et al., 2003) und für HIV-1 
in vitro (Pion, et al., 2003) keine Korrelation zwischen der Methylierung der LTR und der 
Unterdrückung der Expression viraler RNA oder viraler Partikel festgestellt werden. 
Zusammenfassend konnte in dieser Arbeit die In vitro-Infektion von Rhesusaffen-
Nierenzellen und lymphoiden Schimpansenzellen mit PERV-A/C und PERV-B gezeigt 
werden. Die Expression der Volllängen-mRNA der beiden PERV Subtypen war ebenfalls in 
den beiden infizierten Zelllinien detektierbar. Die Expression gespleißter PERV-mRNA ließ 
sich dagegen nur in den PERV-A/C-infizierten Zellen beobachten. Die Replikation von 
PERV-A/C war in den beiden nicht-humanen Zelllinien allerdings nur gering. Auf Grund 
dieser Ergebnisse stellt die Verwendung eines hochtitrigen und adaptierten PERVs eine 
vielversprechende Möglichkeit dar, ein In vivo-Infektionsmodell in nicht-humanen Primaten 
zu etablieren. 
4.3 Versuche zur Etablierung eines In vivo-Infektionsmodells mit 
Kleintieren 
Die Verwendung bzw. Etablierung eines Kleintiermodells zur Simulation der 
Xenotransplantation und zur Untersuchung der Pathogenität von PERV bietet gegenüber 
nicht-humanen Primaten einige Vorteile: 1. Die für Experimente benötigte Anzahl an 
Versuchtieren lässt sich beliebig variieren, 2. Die Haltung der Tiere ist relativ kostengünstig 
und die Umweltbedingungen lassen sich konstant halten und 3. Die Manipulation der Tiere, 
wie zum Beispiel die Applikation von Immunsuppressiva, ist bei Kleintieren wesentlich 
einfacher als bei nicht-humanen Primaten. Aus diesen Gründen wurden diverse Versuche 
unternommen, Kleintiere mit PERV in vivo zu infizieren (Specke, et al., 2001b; Specke, et al., 
2002a). Jedoch schlugen diese Versuche bisher fehl, trotz Immunsuppression und 
erfolgreicher Infektion von Zellen dieser Spezies in vitro und obwohl die Untersuchung 
verschiedener Kleintierzelllinien ergab, dass einige davon Rezeptoren für PERV-A, für 
PERV-B oder für beide Subtypen tragen (Takeuchi, et al., 1998). Allerdings zeigt die Studie 
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von Takeuchi et al. (1998) auch, dass die Suszeptibilität für PERV zwischen verschiedenen 
Zelllinien derselben Spezies unterschiedlich sein kann. Die Rezeptoren werden also 
möglicherweise nicht ubiquitär exprimiert und/oder sind polymorph in der Erkennung der 
Hüllproteine von PERV. Das bedeutet, dass es in einem Organismus Zellen und Gewebe 
geben könnte, die suszeptibel für eine PERV-Infektion sind. Aus diesem Grund wurden hier 
zunächst verschiedene murine Zelllinien und primäre Zellen mit einer Mischung aus PERV-A 
und PERV-B oder mit kloniertem PERV-B inkubiert. In Übereinstimmung mit anderen 
Studien (Denner, et al., 2001; Takeuchi, et al., 1998) konnte in dieser Arbeit keine Infektion 
muriner Zellen mit PERV-A beobachtet werden. Selbst dann nicht, wenn hochtitriges PERV-
A/C für die Inkubation verwendet wurde. Für PERV-B dagegen bleibt die Situation weiterhin 
ung von PERV in vivo wurde für SCID- und Nacktmäuse beschrieben 
(Clemenceau, et al., 2002; Deng, et al., 2000; van der Laan, et al., 2000). Bei der 
Transplantation PERV-produzierende porzine Inselzellen verwendet wurden und 
unklar, denn in Pseudotypisierungsexperimenten wurden für dieses Virus suszeptible murine 
Zellen gefunden (Takeuchi, et al., 1998), aber in unseren Experimenten war keine Infektion 
nach Inkubation mit einem Gemisch aus PERV-A und PERV-B oder kloniertem PERV-B 
detektierbar. Selbst nach Langzeit-Kokultivierung oder direktem Zellkontakt zur 
Verbesserung der Infektivität, konnte keine Infektion der murinen Zellen mit PERV-B 
beobachtet werden. Dieser Unterschied zwischen dem Vorhandensein eines PERV-B 
Rezeptors und der Abwesenheit einer Infektion in vitro und in vivo wurde auch schon in 
Infektionsstudien, die an Ratten durchgeführt wurden, beobachtet (Specke, et al., 2001b). 
Eine Übertrag
Interpretation dieser Ergebnisse ergeben sich jedoch einige Schwierigkeiten, da für die 
Mikrochimärismus auftrat. In der Studie von van der Laan et al. (2000) wurde zwar die 
Expression viraler mRNA und Proteine in den Inselzellen nach der Transplantation gezeigt, 
doch die Anzahl der Kopien porziner DNA war in allen transplantierten SCID-Mäusen 
wesentlich höher als die PERV-spezifischer DNA. Zusätzlich ließ sich in rund einem Drittel 
der untersuchten SCID-Mausorgane Mikrochimärismus nachweisen. Des Weiteren waren in 
der Studie von Clemenceau et al. (2002) in den Mausorganen, die PERV-spezifische 
Sequenzen enthielten, auch porzine Sequenzen nachweisbar und in keinem der untersuchten 
Organe konnte PERV-spezifische RNA detektiert werden. Aus den oben genannten Gründen, 
den hier präsentierten Daten und der Tatsache, dass Mauszellen ein funktionaler Rezeptor für 
PERV-A fehlt (Ericsson, et al., 2003), deuten die berichteten Infektionen von SCID- und 
Nacktmäusen darauf hin, dass diese auf Grund von zellulärem Mikrochimärismus nach 
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Applikation von porzinen Inselzellen oder durch Pseudotypisierung mit murinen endogenen 
Retroviren zustande gekommen sind.  
Ein Tiermodell ist nicht nur für die Untersuchung der Infektivität und Pathogenität eines 
Virus nützlich, sondern auch für die Suche nach antiviral wirkenden Medikamenten und 
Impfstoffen. Zum Beispiel können Reverse Transkriptase-Inhibitoren wie AZT die 
Replikation von PERV in vitro hemmen (Powell, et al., 2000; Qari, et al., 2001; Stephan, et 
al., 2001) und neutralisierende Antikörper, die durch Immunisierung mit dem 
transmembranen Hüllprotein induziert wurden, könnten als Basis für einen antiviralen 
Impfstoff dienen (Fiebig, et al., 2003). Um zu bestimmen, ob solch ein Impfstoff in der Lage 
ist, eine Infektion in vivo zu verhindern, wird ein Tiermodell dringend benötigt. Bisher sind 
nur Meerschweinchen für solche Experimente geeignet, doch selbst in diesem Modell konnte 
nur eine transiente Replikation von PERV beobachtet werden, die nach 12 Wochen nicht 
mehr nachweisbar war (Argaw, et al., 2004). Diese Resultate bestätigen vorangegangene 
Studien von Onion et al. (2000), die eine begrenzte Infektion kurz nach der Inokulation zeigen 
(Onion and et al, 2000) und von Specke et al. (2002a), die keine Hinweise auf eine Infektion 
nach 12 Wochen zeigen (Specke, et al., 2002a). Ein anderer Ansatz, ein Tiermodell zu 
etablieren, könnte die Entwicklung transgener Mäuse sein, die einen normaler Weise auf 
Mauszellen nicht vorhandenen PERV-spezifischen Rezeptor exprimieren (Ericsson, et al., 
das Reye-Syndrom). Trotz der Fortschritte in der Intensivmedizin, bleibt die Mortalitätsrate 
2003). 
4.4 Retrospektive Untersuchung von Patienten, die mit porzinen Zellen und 
Geweben behandelt wurden 
Weltweit wurden bisher etwa 200 Patienten mit Zellen und Geweben vom Schwein oder mit 
einer Ex vivo-Perfusion unter Zuhilfenahme von porzinen Zellen behandelt (Dinsmore, et al., 
2000; Elliott, et al., 2000; Heneine, et al., 1998a; Moza, et al., 2001; Paradis, et al., 1999; 
Patience, et al., 1998; Tacke, et al., 2001; Valdes, 2002). Bei keinem der behandelten 
Patienten konnte eine Übertragung von PERV festgestellt werden. Im Rahmen dieser Arbeit 
wurden zwei neue Studien analysiert. In der einen wurden Patienten mit akutem 
Leberversagen ex vivo mit einem Bioreaktor, der porzine Hepatozyten enthielt, behandelt. In 
der anderen wurden Diabetes-Kranke mit Inselzellen vom Schwein behandelt. 
Zu den Hauptursachen eines akuten Leberversagens gehören: Eine akute virale Hepatitis A 
und B, die Überdosierung einer Medikamentation (z.B Acetaminophen), die Einnahme 
anderer Toxine (z.B. das Gift des Knollenblätterpilzes) und Stoffwechselerkrankungen (z.B. 
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relativ hoch (40-80 %) und hängt zum Teil mit den Begleiterscheinungen des akuten 
Leberversagens zusammen, die von der Bildung eines Ödems im Gehirn über Sepsis, 
ührte die Behandlung von acht Patienten mit einem Bioreaktor basierend auf porzinen 
Hepatozyten zu einer klinischen Stabilisierung und schließlich zu einer erfolgreichen 
Erg ien überein, in denen keine Übertragung von PERV 
lot. Um eine 
Hyperglykämie, gastrointenstinale Blutungen bis zu akutem Nierenversagen reichen (Gill and 
Sterling, 2001). Der Mangel an Spenderorganen und die fehlende sofortige Verfügbarkeit 
dieser Organe bedeutet, dass viele Patienten sterben, bevor eine orthotrope 
Lebertransplantation durchgeführt werden kann. Ein effektives, temporäres extrakorporeales 
Leberunterstützungssystem kann die Überlebenschancen verbessern, unabhängig davon, ob 
ein Transplantat zur Verfügung steht oder nicht. Der momentane Mangel an humanen 
Spenderorganen führte zu einer Suche nach alternativen Quellen von Hepatozyten (Riordan 
and Williams, 1999). Porzine Organe und Gewebe scheinen die vielversprechendste Wahl 
unter den xenogenen Materialien zu sein. Sie sind fast unbegrenzt verfügbar, die 
Größenverhältnisse der porzinen Organe zum Menschen sind ideal und die Kenntnis der 
Pathoimmunologie, der Physiologie und übertragbarer Pathogene ist sehr weit fortgeschritten, 
da Schweine als mögliche Organspender im letzten Jahrzehnt intensiv untersucht wurden. Die 
ersten klinischen Studien zur Behandlung des akuten Leberversagens mit extrakorporealen 
bioartifiziellen Leberunterstützungssystemen zeigten eine erfolgreiche Überbrückung bis zur 
Lebertransplantation, aber keine Übertragung von PERV (Kuddus, et al., 2002; Levy, et al., 
2000; Mazariegos, et al., 2001; Morsiani, et al., 2002; Pitkin and Mullon, 1999). In dieser 
Arbeit f
Lebertransplantation mit einer Überlebensrate von 100% aller acht Patienten. Unsere 
ebnisse stimmen mit anderen Stud
gezeigt werden konnte, selbst bei Patienten, die bis zu fünf Jahre lang unter 
immunsuppressiver Therapie standen (Kuddus, et al., 2002; Pitkin and Mullon, 1999). Die 
Abwesenheit von PERV-Partikeln und -Proteinen könnte eine Konsequenz aus der 
Verwendung mikroporöser Polyethersulfon-Membranen sein, da gezeigt werden konnte, dass 
diese Membranen die Freisetzung von PERV-Partikeln verhindern können, wenn sie für 
Moleküle bis zu einem Molekulargewicht von 400 000 kDa durchlässig sind (Nyberg, et al., 
1999). Die in diesen Studien verwendeten Methoden basieren jedoch alle auf der Detektion 
proviraler DNA oder viraler RNA mittels RT-PCR, PCR und Southern B
Infektion durch diese Methoden bestätigen zu können, muss das infizierte Gewebe oder 
Organ, aus dem dann DNA isoliert wird, vorher bekannt sein. Wenn zum Beispiel das Virus 
sich in einem anderen Gewebe außer Blutzellen befindet, muss das relevante Biopsiematerial 
vom Patienten erhalten werden. Indirekte Analysen basierend auf der Detektion 
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immunologischer Reaktionen gegen PERV im infizierten Individuum sind deshalb wesentlich 
besser geeignet, um eine Infektion schnell zu detektieren. In dieser Arbeit wurden verbesserte 
Western Blot-Analysen in Ergänzung zu etablierten Methoden (Tacke, et al., 2001) 
verwendet. Durch die Verwendung der rekombinanten Proteine p27Gag und p15Env konnten 
größere Mengen dieser Antigene auf der Blotmembran präsentiert werden, wodurch die 
Sensitivtät der Western Blot-Analysen erhöht wurde. Trotz dieser Vorteile konnten keine 
PERV-spezifischen Antikörper in den Seren der Patienten detektiert werden. In den ersten 
Studien zur Detektion einer PERV-Übertragung auf humane Xenotransplantatempfänger 
wurde nur ein rekombinantes Protein (p27Gag) oder Lysate von Virus-produzierenden Zellen 
verwendet (Galbraith, et al., 2000; Paradis, et al., 1999). Aus den erhaltenen Ergebnissen, 
darunter positive Reaktionen gegen Gag, war es nicht möglich auf die Abwesenheit einer 
Infektion zu schließen, da die Anwesenheit der Env-Proteine auf dem verwendeten Blot nicht 
demonstriert wurde bzw. Env-Proteine nicht aufgetragen wurden. Die Verwendung von 
gereinigten Viruspräparationen und Kontrollseren, die gegen alle viralen Proteine entwickelt 
wurden, um die Qualität des Western Blots zu evaluieren, sind zwingend notwendig, um eine 
Unterscheidung zwischen positiven und negativen Ergebnissen zu ermöglichen. Die hier 
angewandte Kombination aus gereinigtem Virus und rekombinanten Proteinen stellt ein 
sensitives und wertvolles System dar, das klar gezeigt hat, dass keine Übertragung von PERV 
stattgefunden hat und dass es eine Verbesserung zu bereits vorhandenen Methoden ist. 
Das Fehlen einer PERV-Übertragung bei den sieben untersuchten Patienten könnte an der 
Inaktivierung des Virus durch natürliche Antikörper gegen Galactosyl-α-1-3-galactose 
(Galα1-3-Gal) liegen, die im menschlichen Körper zirkulieren. Die effektive Inaktivierung 
von PERV, das aus porzinen Zellen freigesetzt wurde, durch diese Antikörper konnte in 
einigen Studien gezeigt werden (Rother, et al., 1995; Takeuchi, et al., 1996). Die Entwicklung 
von Schweinen, die für den humanen Decay accelerating factor (hDAF) transgen sind, und 
von Galα1-3-Gal Knock-out-Schweinen könnte das Risiko einer Übertragung von PERV 
erhöhen, wodurch die Entwicklung sensitiver Nachweismethoden für PERV um so wichtiger 
wird. Wie auch schon in anderen Studien beobachtet (Baquerizo, et al., 1999; Takahashi, et 
al., 1993), ist die Zunahme von Anti-Schweine-spezifischen µ- und γ-Immunglobulinen in 
fünf Patienten, möglicherweise auf die erhöhte Menge an porzinem Albumin und anderen 
porzinen Antigenen im Plasma der Patienten zurück zu führen. Obwohl bisher noch nicht 
bekannt ist, ob überhaupt Antikörper gegen das Galα1-3-Gal-Epitop vorhanden waren, so sind 
doch 1% aller humanen B-Zellen fähig, Antikörper gegen das Blutgruppen-ähnliche Galα1-3-
Gal-Epitop zu generieren (Galili, et al., 1993). Der Nachweis Schweine-spezifischer µ- und γ-
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Immunglobuline bis zu vier Jahre nach der Behandlung stimmt mit den Beobachtungen 
anderer Studien überein (Lindeborg, et al., 2001), in denen Patienten xenoimmune Antikörper 
zwischen sechs und acht Jahre nach der Transplantation fötaler porziner Inselzell-ähnlicher 
Zellverbände produzierten. Dabei ist es höchst interessant, dass die Patienten 7 und 8 bereits 
vor der Therapie µ-Immunglobulin-Reaktionen gegen Schweine-Antigene zeigten und dass 
bei Patient 8 eine Zunahme der Antikörperreaktion zu beobachten war. 
Fasst man die Ergebnisse unter Betrachtung der ersten klinischen Xenotransplantationen im 
Menschen (Paradis, et al., 1999; Tacke, et al., 2001) und der intensiven Analyse von Seren, 
die von Schlachtern stammten, die engen Kontakt zu Schweineblut haben, zusammen, dann 
ist es offensichtlich, dass PERV in vivo nicht einfach auf andere Spezies einschließlich dem 
Menschen übertragen werden kann. Diese Diskrepanz zwischen den Ergebnissen in vitro und 
denen in vivo mag infolge der effektiven angeborenen und adaptiven Immunität der 
untersuchten Spezies zustande kommen. 
Auf Grund der immensen Fortschritte, die in Bezug auf die Isolierung porziner Inselzellen, 
auf die Abschirmung der Inselzellen vor dem Immunsystem des Empfängers und auf die 
Entwicklung neuer Immunsuppressiva gemacht wurden (O'Connell, 2002), ist die 
Xenotransplantation porziner Inselzellen in den letzten zehn Jahren schon vielfach 
durchgeführt worden. Durch die aufgekommenen Bedenken bezüglich einer Übertragung von 
PERV auf den Menschen, wurden retrospektive Studien hinsichtlich einer PERV-Übertragung 
durchgeführt. Bisher konnten keine Hinweise auf eine Infektion gefunden werden (Elliott, et 
al., 2000; Heneine, et al., 1998a; Paradis, et al., 1999). In einer neuen Studie, durchgeführt mit 
Diatranz Ltd., wurden achtzehn Typ I Diabetes-Kranke, die porzine Inselzelltransplantate auf 
drei verschiedene Arten erhalten hatten, mit einem intensiven virologischen Screening bis zu 
neun Jahre lang überwacht (Garkavenko, et al., 2004). Die Seren von vierzehn der achtzehn 
Patienten wurden auf PERV-spezifische Antikörper untersucht. Die Vorteile einer Messung 
der Antikörperreaktionen sind, erstens der leichte Zugang zu den Seren, zweitens die relativ 
geringen Kosten dieser Analyse und am wichtigsten drittens die Tatsache, dass positive 
serologische Analysen die Infektion eines Individuums klar demonstrieren, während direkte 
Methoden von infiziertem Gewebe abhängig sind. Antikörper-Analysen werden erfolgreich 
zum Nachweis einer Infektion mit anderen humanen und tierischen Retroviren einschließlich 
HIV-1 eingesetzt. 
In dieser Arbeit wurden zum ersten Mal Antikörper gegen das Hüllprotein gp70 in 
Xenotransplantationspatienten (Patient 1,2 und 4) nachgewiesen. In den Seren der Patienten 1 
und 2 waren diese Antikörper acht bis neun Jahre nach der Xenotransplantation nachweisbar. 
 85
4. Diskussion 
Zusätzlich konnten nach diesem Zeitraum auch Antikörper gegen porzine Inselzellproteine 
detektiert werden. Im Serum von Patient 4 waren Antikörper gegen gp70 zwei Jahre nach der 
Transplantation detektierbar. Da keines der drei Seren mit einem weiteren viralen Protein 
(p27Gag oder p15Env) reagierte, kann man davon ausgehen, dass diese Patienten nicht mit 
PERV infiziert sind. Im Allgemeinen sind Reaktionen gegen mindestens zwei verschiedene 
Proteine (Gag oder Pol und eines der Hüllproteine) notwendig, um eine Infektion mit HIV 
bt unklar, ob die Reaktionen gegen gp70 auf eine 
-1, in Abwesenheit einer Infektion wurden schon früher beschrieben 
mittels Western Blot-Analyse zu bestätigen. Zusätzlich kann nicht völlig ausgeschlossen 
werden, dass die vorhandenen Antikörper gegen gp70 aufgrund von porzinen Inselzellen, die 
im Organismus der Patienten 1 und 2 zikulierten (Mikrochimärismus), gebildet wurden, da 
auch Antikörper gegen andere Inselzellproteine nachweisbar waren. PERVs sind im Genom 
aller Schweine integriert und exprimierte virale Proteine werden auch auf der Zelloberfläche 
porziner Zellen präsentiert. Andererseits waren die Reaktionen gegen gp70 stärker als die 
gegen porzine Inselzellproteine. Es blei
Kreuzreaktion von Antikörpern zurück zu führen ist, die gegen Autoantigene, gegen Antigene 
anderer Parasiten oder gegen einen verwandten Retrovirus gerichtet sind. Zusätzlich ist 
bekannt, dass normale humane Seren gegen die glykosylierten Teile viraler Proteine reagieren 
können und dadurch ein falsch-positives Ergebnis erzeugen (Kurth, et al., 1977). Schließlich 
zeigten die Patienten 1, 2, 3 und 4, die unverkapselte Inselzellen erhielten, keine provirale 
DNA und RNA von PERV in PBMC acht bis neun Jahre nach der Behandlung. 
Die Seren von drei Patienten (Patient 5, 8 und 11) zeigten Reaktionen gegen p27Gag von 
PERV. Reaktionen gegen das p27Gag-Protein wurden auch schon in anderen Studien 
beobachtet (Paradis, et al., 1999; Tacke, et al., 2001). Es ist auffällig, dass alle drei Seren 
schon vor der Xenotranplantation Antikörper gegen p27Gag enthielten, wobei in einem 
(Patient 5) zusätzlich Antikörper gegen porzine Inselzellproteine vorhanden waren. Die 
bereits vorhandenen Antikörper gegen das p27Gag-Protein sind von besonderem 
wissenschaftlichen Interesse. So zeigten einige Seren (5%) von gesunden Blutspendern auch 
Reaktionen mit dem Haupt-Capsidprotein p27Gag in Western Blot-Analysen basierend auf 
viralen Proteinen (Tacke, et al., 2001).  Weiterhin reagierten 11% der Seren von Schlachtern 
in deutschen Schlachthäusern mit p27Gag, was ebenfalls nicht als ein Hinweis auf eine 
Infektion bewertet werden kann. Immunantworten gegen einzelne virale Proteine, darunter 
p24Gag von HIV
(Biggar, et al., 1985; Sayre, et al., 1996). Schließlich konnte in Patient 5, der verkapselte 
porzine Inselzellxenotransplantate erhielt, keine provirale DNA und RNA von PERV in 
PBMC bis zu sechs Jahren nach der Transplantation gefunden werden und in den Patienten 8 
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und 11, die Aggregate aus Sertoli- und Inselzellen injiziert in vaskularisierte 
Kollagenreservoire erhielten, konnten ebenfalls keine Hinweise auf eine PERV-Übertragung 
über einen Überwachungszeitraum von zwei Jahren gefunden werden. Die Antikörper-
Reaktionen gegen porzine Inselzellproteine zu verschiedenen Zeitpunkten nach der 
Xenotransplantation konnte auch schon in anderen Studien beobachtet werden (Irgang, et al., 
2003; Sauer, et al., 2003). Zusätzlich wurde in einer Studie Schweine-spezifische 
mitochondriale DNA bis zu einem Jahr nach der Transplantation porziner Inselzellen in den 
Seren der Empfänger detektiert (Heneine, et al., 1998a). 
Diese hier erhobenen Daten bestätigen Studien, die untersucht haben, ob eine Übertragung 
von PERV in Rezipienten von Xenotransplantaten stattfindet (Herring, et al., 2001a). Zum 
Beispiel wurden in zehn Diabetes-Patienten, die einer großen Menge unverkapselter porziner 
Inselzellen über einen langen Zeitraum ausgesetzt waren (Heneine, et al., 1998a), keine 
Hinweise auf eine PERV-Infektion gefunden. Ebenso in einer Studie von 160 Patienten, die 
mit verschiedenen porzinen Geweben einen Tag oder bis zu zwölf Jahre lang behandelt 
wurden, bevor sie analysiert wurden (Paradis, et al., 1999; Tacke, et al., 2001). Auch in einer 
Studie von 88 Bluterkranken, die den porzinen Gerinnungsfaktor VIII (Hyate C) erhielten, 
konnte keine Übertragung von PERV beobachtet werden, obwohl in allen Konzentraten des 
Gerinnungsfaktors PERV-spezifische RNA detektiert werden konnte (Heneine, et al., 2001). 
In weiteren Studien, in denen Patienten mit fötalen porzinen neuronalen Zellen (Dinsmore, et 
al., 2000) oder mit porzinen Herzklappen (Moza, et al., 2001) behandelt wurden, konnten 
wiederum keine Hinweise auf eine Übertragung von PERV gefunden werden. 
Das Fehlen von Hinweisen auf eine Infektion zu diesem Zeitpunkt, schließt die Möglichkeit 
einer Infektion in zukünftigen klinischen Studien nicht aus. Um dies zu verhindern, sollten 
gut charakterisierte Schweine, die nicht mit bekannten humantropen Viren infiziert sind, 
verwendet werden (Clark, et al., 2003; Fishman, 1994; Matthews, 2001; Michaels, 2001; 
O'Rourke, 2000; Tucker, et al., 2003). In Bezug auf PERV, das in allen Schweinestämmen 
präsent ist, sollten spezifische Strategien einschließlich der Verwendung von Tieren, die kein 
PERV freisetzten (Oldmixon, et al., 2002; Scobie, et al., 2004) oder der Entwicklung eines 
Impfstoffes (Fiebig, et al., 2003), entwickelt werden, die eine PERV-Übertragung verhindern.
 
 
 
 
 
 87
5. Zusammenfassung 
5. Zusammenfassung 
Die im Genom der Schweine integrierten porzinen endogenen Retroviren (PERV) gehören zu 
den potentiellen humanpathogenen Erregern, die eines der Risiken bei der 
Xenotransplantation von porzinen Zellen, Geweben und Organen darstellen. Die daraus 
resultierenden drei Verfahrensweisen zur Abschätzung des Infektionsrisikos von PERV 
wurden angewendet und ergaben folgende Ergebnisse: 
Porzine Inselzellen wurden in vitro und in vivo auf ihre Fähigkeit, PERV zu produzieren, 
untersucht. Solche Inselzellen würden potentiell für die Behandlung von Diabetes mellitus 
itsgruppen, die 
bertragung von PERV festgestellt werden. Im Rahmen dieser Arbeit wurden zwei neue 
tudien analysiert. In der einen wurden Patienten mit akutem Leberversagen ex vivo mit 
inem Bioreaktor, der Leberzellen vom Schwein enthielt, behandelt. In der anderen wurden 
iabetes-Kranke mit Inselzellen vom Schwein behandelt. Der Nachweis der Infektion erfolgte 
verwendet werden. Die untersuchten Inselzellen von Schweinen der Deutschen Landrasse 
setzten keine Viruspartikel frei und konnten somit auch keine humanen Zellen infizieren. Des 
Weiteren wurde auch keine Infektion bei BALB/c-Mäusen, denen Inselzellen appliziert 
wurden, beobachtet. Schweine der Deutschen Landrasse könnten deshalb als Ausgangsbasis 
für die Zucht sicherer Schweine für die Xenotransplantation dienen. 
In ersten Versuchen der Arbeitsgruppe konnte keine Übertragung von PERV nach 
Applikation hoher Dosen in immunsupprimierte Rhesusaffen, Paviane und Schweinsaffen 
beobachtet werden. PERV wurde deshalb auf Zellen von Rhesusaffen und Schimpansen 
passagiert, um für spätere Versuche ein auf Affenzellen adaptiertes Virus zu gewinnen. 
Obwohl die verwendeten Affenzellen infektiöses PERV produzierten, war die Replikation nur 
gering. In einem zweiten Modellversuch wurde murinen Zellen in vitro und SCID-Mäusen in 
vivo zellfreies PERV in hohen Dosen appliziert. Da keine Infektion mit PERV beobachtet 
wurde, muss zwingend angenommen werden, dass Publikationen anderer Arbe
porzine Inselzellen in SCID-Mäuse applizierten und eine PERV-Infektion diagnostizierten, 
ein falsch-positives Ergebnis auf Grund einer Kontamination mit porzinen Inselzellen 
(Mikrochimärismus) oder auf Grund von Pseudotypisierungen mit murinen endogenen 
Retroviren wiedergeben. Unsere Befunde werden dadurch erhärtet, dass der Rezeptor für 
PERV-A auf murinen Zellen nicht exprimiert wird und diese auch in vitro nicht infiziert 
werden konnten.  
Weltweit wurden etwa 200 Patienten mit Zellen und Geweben vom Schwein oder einer Ex 
vivo-Perfusion unter Zuhilfenahme von Schweinezellen behandelt. Bei keinem konnte eine 
Ü
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indirekt; mit neu entwickelten immunologischen Methoden wurden Antikörper gegen PERV 
n Xenotransplantationen und für die 
gemessen. In beiden Studien konnte keine Übertragung von PERV beobachtet werden.  
Alle drei angewendeten Verfahrensweisen zeigten, dass die Wahrscheinlichkeit einer PERV-
Übertragung geringer ist als früher angenommen. Diese Analysen bilden die Grundlage für 
neue Methoden zum Nachweis der PERV-Freisetzung von porzinen Zellen, zum Nachweis 
einer PERV-Infektion in Tiermodellen und klinische
Etablierung eines Tiermodells mit nicht-humanen Primaten. 
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7. Abkürzungsverzeichnis 
Grad Celsius
Mikrometer, Nanometer
°C
µm, nm
ATP
Bidest.
BSA
bzw.
CMV
CTP
DNA
EDTA
ELISA zyme-linked immunosorbent assay
FeLV
FKS
g, mg,
G418
V Leukämie Virus der Gibbons
Guanosintriphosphat
Wasserstoffperoxid
HCl Salzsäure
HEV Hepatitis E Virus
HIV Humanes Immunschwäche Virus
HTLV Humanes T-lymphotropes Virus
IgG γ-Immunglobulin
IgM µ-Immunglobulin
IU/ml Internationale Einheiten pro Mililiter
kD Kilodalton
l, ml, µl Liter, Mililiter, Mikroliter
M, mM, µM, nM Molar, Milimolar, Mikromolar, Nanomolar
Mg Magnesium
MgCl Magnesiumchlorid
Min. Minuten
MuLV Murines Leukämie Virus
mRNA messengerRNA
NaCl Natriumchlorid
NF-Y Nukleärer Faktor Y
PBMC Peripheral blood mononuclear cells
PCMV Porzines Cytomagalovirus  
Abb. Abbildung
Adenosintriphosphat
Bidestilliertes Wasser
Bovines Serumalbumin
beziehungsweise
CD Differenzierungscluster
cDNA Komplementäre DNA
Cytomagalovirus
Cytidintriphosphat
Desoxyribonukleinsäure
Ethylendiamintetraacetat
En
EMCV Encephalomyocarditis Virus
FACS Fluorescence activated cell sorting
felines Leukämievirus
FITC Fluorescein Isothiocyanat
Fötales Kälberserum
 µg, ng, pg Gramm, Miligramm, Mikrogramm, Nanogramm, Pikogramm
Geneticin
GAL
GTP
H2O2
 116
7. Abkürzungsverzeichnis 
PCV Porzines Circovirus
PERV Porzines endogenes Retrovirus
pH Negativer dekadischer Logarithmus der Wasserstoffionenkonzentration
PLHV Porzines lymphotropes Herpesvirus
Polybren 1,5-Dimethyl-1,5-diazaundecamethylenpolymethobromid
PVDF Polyvinylidenfluorid
RIPA Radioimmunoprecipitation assay
RNA Ribonukleinsäure
RNaseH RibonukleaseH
SARS Severe acute respiratory symdrome
SCID Severe combined immunodeficiency
SFV Simian foamy Virus
SIV Simianes Immunschwäche Virus
SPF Spezifiziert Pathogen-frei
STLV Simianes T-lymphotropes Virus
TCID50/ml Die Hälfte der tissue culture infectivity dose pro Mililiter
TE-Puffer Tris-EDTA-Puffer
tRNA transferRNA
TTP Thymidintriphosphat
U/ml Einheiten pro Mililiter
UpM Umdrehungen pro Minute
UV Ultraviolettes Licht
x g Ein Vielfaches der Erdbeschleunigung  
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